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Die Organisation der eukaryotischen Zellen hängt von der Interaktion der Zellorganellen mit 
Elementen des Cytoskeletts ab. Auch für Peroxisomen ist die Assoziation mit Mikrotubuli vor 
kurzem beschrieben worden.
Das Ziel dieser Dissertation war es, die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli 
zu charakterisieren. Dazu wurde die Assoziation von isolierten Rattenleberperoxisomen an 
Mikrotubuli morphologisch dargestellt und ein semiquantitativer Peroxisomen-Mikrotubuli 
Bindungs assay entwickelt, mit dem die molekularen Grundlagen der Bindung und der daran 
beteiligten Proteine untersucht wurden.
Sehr reine Peroxisomenfraktionen wurden aus der Rattenleber mittels differentieller Zell-
fraktionierung und Zentrifugation durch Nycodenz-Kissen verschiedener Dichte isoliert. Die 
spezifi sche Assoziation dieser Peroxisomen an Taxol-stabilisierte Mikrotubuli, die aus Rin-
derhirn-Tubulin rekonstituiert wurden, konnte mit konfokaler Laserscanningmikroskopie und 
Negativkontrast-Elektronenmikroskopie gezeigt werden. Hierbei banden die Peroxisomen an 
Mikrotubuli entlang deren gesamter Länge.
Ein in vitro Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay, basierend auf der Bindung isolierter 
Peroxisomen an Mikrotubuli, die an Mikrotiterplatten gekoppelt waren, wurde validiert und 
die Assaybedingungen wurden optimiert. Die Bindung in diesem Assay war abhängig von der 
Konzentration der Peroxisomen und Mikrotubuli und zeigte eine Sättigungskinetik. Die Inku-
bationsdauer, die Temperatur und der pH-Wert beeinfl ußten die Bindung von Peroxisomen an 
Mikrotubuli. Eine erhöhte Bindung war nach Zugabe von ATP, Kinasen, Phosphatase-Inhibitor 
oder Motorproteinen festzustellen, während ATP-Depletion oder die Zugabe von Mikrotubuli-
assoziierten Proteinen (MAPs) die Bindung reduzierte. Eine KCl-Behandlung der Peroxiso-
men reduzierte deren Bindung an Mikrotubuli, was durch die Zugabe von dialysiertem KCl-
Eluat sowie von Rattenlebercytosol wieder aufgehoben werden konnte. Dieser rekonstituie-
rende Effekt von Cytosol wurde durch dessen Vorbehandlung mit Proteasen oder NEM aufge-
hoben. Weiterhin verringerte die Behandlung der Peroxisomen mit Proteasen oder NEM ihre 
Bindungsfähigkeit an Mikrotubuli, was auch nicht durch die Zugabe von Rattenlebercytosol 
rückgängig gemacht werden konnte. 
Diese Ergebnisse lassen die Beteiligung eines peroxisomalen Membranproteins und eines 
cytosolischen Faktors an der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli vermuten. 
Bestätigt wurde dies durch die Beobachtung, daß bestimmte Proteinfraktionen des dialysierten 
KCl-Eluates, die durch Gelfi ltration erhalten wurden, die Bindung steigerten. Diese Protein-
fraktionen, sowie die isolierten Peroxisomenfraktionen, zeigten eine starke Immunreaktivität 
einer Polypeptidbande von ca. 70 kDa mit einem Antikörper gegen das cytoplasmatische Lin-
kerprotein (CLIP)-115. Cosedimentationsexperimente mit Mikrotubuli zeigten die Assoziation 
dieses 70 kDa Polypeptides an Mikrotubuli. Weiterhin vermochte die Immundepletion des 
KCl-Eluates und dessen Proteinfraktionen mit einem Antikörper gegen die konservierte Mikro-
tubuli-Bindungsdomäne der CLIPs den stimulierenden Effekt auf die Bindung von Peroxiso-
men an Mikrotubuli aufzuheben. Somit scheint ein CLIP-ähnliches Protein von 70 kDa eine 
wichtige Rolle bei der Vermittlung der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli zu 
sp ielen. 
Der hier vorgestellte Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay erwies sich als nützliches 
Hilfsmittel für die Charakterisierung der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli und 





Peroxisomen sind von einer einfachen Membran umgebene Zellorganellen, die ubiquitär in 
eukaryotischen Zellen vorkommen. Ihre Größe, Gestalt, Häufi gkeit und enzymatische Aus-
stattung variiert stark und ist abhängig von der jeweiligen Spezies und dem Zelltyp (HRUBAN 
und RECHCIGL 1969). So wurden u.a. unterschiedlich große Peroxisomen (SMALL et al. 1980), 
polyederförmige Peroxisomen (ZAAR et al. 1991) und peroxisomale Retikulae (GORGAS 1985, 
YAMAMOTO und FAHIMI 1987, SCHRADER et al. 2000) beschrieben. Ausdruck der metabolischen 
Diversität sind die verschiedenen Namen dieser Organelle: Peroxisomen, Glyoxysomen, Gly-
kosomen und Mikrobodies. Jedoch ist aufgrund der konservierten Merkmale ihrer Stoffwech-
selwege und der Biogenese die Kategorisierung der genannten Organellen in die Gruppe der 
Mikrobodies eindeutig (DISTEL et al. 2000). Erstmals beschrieben wurden Mikrobodies von 
RHODIN (1954) in Zellen der Mäuseniere. Der Name „Peroxisom“ wurde von De Duve geprägt 
aufgrund der Bedeutung dieser Organelle für den Wasserstoffperoxid-Metabolismus (DE DUVE 
und BAUDHUIN 1966). Die erste selektive cytochemische Anfärbung der Peroxisomen für die 
Elektronenmikroskopie und Lichtmikroskopie gelang durch die von FAHIMI (1969) entwickelte 
Inkubation mit 3,3′-Diaminobenzidin. Besonders groß und häufi g sind die ansonsten mit 0,1 
bis 0,25 µm Durchmesser recht kleinen Peroxisomen in der Niere (bis zu 2 µm Durchmesser) 
und in der Leber (bis zu 1 µm Durchmesser), wo die Peroxisomen etwa 1,5 bis 2 % des Zellvo-
lumens ausmachen (HRUBAN und RECHCIGL 1969).
1.1. Peroxisomaler Stoffwechsel
Inzwischen sind über 50 verschiedene peroxisomale Enzyme bei Säugetieren nachgewiesen 
worden, von denen die Mehrzahl am Lipidstoffwechsel beteiligt ist (für Übersichtsartikel siehe 
VAN DEN BOSCH et al. 1992, WANDERS et al. 2000, MANNAERTS et al. 2000). Eine Übersicht über 
wichtige peroxisomale Stoffwechselwege gibt Abbildung 1 (siehe auch BAUMGART 1998). Fol-
gende metabolische Reaktionen sind in den Peroxisomen von Säugetieren lokalisiert:
• β-Oxidation langkettiger Fettsäuren (> C14; LAZAROW und DE DUVE 1976)
• β-Oxidation der Seitenketten des Cholesterols bei der Gallensäure-Synthese (PEDERSEN et al. 
1987)
• α-Oxidation von Phytansäure (POULOS et al. 1993, CROES et al. 1996)
• Synthese von Cholesterol (KRISANS 1996)
• Synthese von Etherlipiden (HAJRA et al. 1979, LEE 1998)
• Synthese von Prostaglandinen (SCHEPERS et al. 1988)
• Abbau von Leukotrienen (JEDLITSCHKY et al. 1991)
• Metabolismus von Aminosäuren (MASTERS 1997)
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Abbildung 1: Stoffwechselwege in Peroxisomen. Das Schema wurde modifi ziert nach BAUMGART (1998). Wich-
tige peroxisomale Stoffwechselwege, wie sie z.B. in den Peroxisomen der Säugetierleber vorkommen, sind sche-
matisch dargestellt.
* es gibt einen separaten β-Oxidationsweg für Gallensäureintermediate; ‡ multifunktionelles Enzym 1;
 gER (glattes endoplasmatisches Retikulum)
Substrate: DHAP (Dihydroxyacetonphosphat), Farnesyl-PP (Farnesylpyrophosphat), G-3-P (Glycerin-3-Phos-
 phat), LCFA (langkettige Fettsäure), ROH (langkettiger Alkohol), VLCFA (sehr langkettige Fettsäure)
Enzyme: DHAPAT (Dihydroxyacetonphosphat-Acyltransferase), G-3-PDH (Glycerin-3-Phosphat Dehydro-
 genase), HMG-CoA Reduktase (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Reduktase), LDH (Laktat Dehydro-
 genase), SCP2 (Sterol Carrier Protein 2)
ABC-Transporter: ALDP (Adrenoleukodystrophie Protein), ALDR (Adrenoleukodystrophie verwandtes Protein),




• Metabolismus von Purinen, z.B. durch Xanthinoxidase (ANGERMÜLLER et al. 1987) und Urat-
oxidase (VÖLKL et al. 1988)
• Abbau reaktiver Sauerstoffspezies, z.B. von Wasserstoffperoxid durch Katalase (DE DUVE 
und BAUDHUIN 1966) und von Superoxidanionen durch die CuZn-Superoxiddismutase 
(CHANG et al. 1988, KELLER et al. 1991)
Weitere Stoffwechselwege von Peroxisomen/Mikrobodies bei anderen Organismen umfassen:
• Penicillinbiosynthese bei Pilzen (MÜLLER et al. 1991)
• Glyoxylatzyklus bei Pfl anzen (BREIDENBACH und BEEVERS 1967)
• mehrere Schritte der Glykolyse in den Glykosomen der Trypanosomen (OPPERDOES und 
BORST 1977, CLAYTON und MICHELS 1996)
• Beteiligung an der Photorespiration von Pfl anzen (HEUPEL und HELDT 1994)
Wie aus der Abbildung 1 hervorgeht, werden einige der aufgeführten Stoffwechselwege nicht 
komplett in den Peroxisomen durchgeführt. So sind z.B. einige Schritte der Etherlipidsynthese 
und der Cholesterolsynthese im glatten endoplasmatischen Retikulum lokalisiert (siehe VAN DEN 
BOSCH et al. 1992). 
Neben der peroxisomalen β-Oxidation ist die mitochondriale β-Oxidation von herausragen-
der Bedeutung. Die Enzyme dieser beiden β-Oxidationswege sind unterschiedlich (OSUMI und 
HASHIMOTO 1978). Während in Mitochondrien nur kurzkettige Fettsäuren unter Speicherung der 
Energie in Form von ATP abgebaut werden, sind die Substrate der peroxisomalen β-Oxidation 
überwiegend lang- und verzweigtkettige Fettsäuren, wobei die Energie als Wärme freigesetzt 
und nicht gespeichert wird (LAZAROW und DE DUVE 1976). Am Lipidstoffwechsel sind mehrere 
Oxidasen beteiligt (z.B. Acyl-CoA-Oxidase), die, ebenso wie die an anderen enzymatischen 
Wegen beteiligten Oxidasen (z.B. D-Aminosäureoxidase, Uratoxidase, Xanthinoxidase), Was-
serstoffperoxid produzieren (für einen Übersichtsartikel siehe MANNAERTS et al. 2000). Dieses 
Wasserstoffperoxid wird von der Katalase, die fast ausschließlich in den Peroxisomen lokali-
siert ist, auf zwei unterschiedlichen Wegen abgebaut. Im peroxidativen Modus dienen Metabo-
lite wie Ethanol, Methanol, Ameisensäure und Nitrit als Wasserstoffdonor für die Reduktion 
des Wasserstoffperoxides. Dagegen erfolgt im katalatischen Modus, der in vivo eine unterge-
ordnete Rolle bei der Entgiftung des Wasserstoffperoxides spielt, die direkte Aufspaltung in 
Wasser und molekularem Sauerstoff (DE DUVE und BAUDHUIN 1966, SINGH 1996). Aufgrund 
der essentiellen Bedeutung der Peroxisomen – sowohl für den Lipidstoffwechsel, als auch für 
den Abbau reaktiver Sauerstoffspezies – kommt den Peroxisomen eine zentrale Rolle beim 




1.2. Biogenese der Peroxisomen
Das klassische Peroxisomen-Biogenese Modell von LAZAROW und FUJIKI (1985) postuliert eine 
strukturell und funktionell identische Peroxisomenpopulation, die durch posttranslationalen 
Import von Membran- und Matrixproteinen wächst und dann durch Knospung und Teilung 
neue Peroxisomen bildet. Die sich autonom replizierende Gesamtheit der Peroxisomen könnte 
– in Analogie zu Mitochondrien und Plastiden – endosymbiotischen Ursprungs sein (CAVALIER-
SMITH 1987). Dieses Modell löste ältere Vorstellungen ab, nach denen Peroxisomen durch 
Abschnürungen aus dem endoplasmatischen Retikulum entstehen würden. Mehrere Studien, 
die die Heterogenität der Peroxisomen nachwiesen (HEINEMANN und JUST 1992, LÜERS et 
al. 1993, VAN ROERMUND et al. 1995, WILCKE et al. 1995, VAN DER KLEI und VEENHUIS 1996), lie-
ßen Zweifel an der Uniformität der Peroxisomenpopulation aufkommen und führten zu Model-
len, die die Existenz eines mehrstufi gen Peroxisomen-Biogenese-Weges forderten (SUBRA MANI 
1996, ERDMANN et al. 1997). Neuere Studien von SOUTH und GOULD (1999) und TITORENKO et 
al. (2000) belegen den sequentiellen Import von Membran- und Matrixproteinen in defi nierte 
peroxisomale Vorläufervesikel. Inzwischen wird wieder die Abschnürung von peroxisomalen 
Vorläufervesikeln aus dem endoplasmatischen Retikulum als erster Schritt der Peroxisomen-
Biogenese – zusätzlich zur Teilung vorhandener Peroxisomen – diskutiert (KUNAU und ERD-
MANN 1998, TITORENKO und RACHUBINSKI 2001).
Allgemein akzeptiert hingegen ist, daß peroxisomale Membran- und Matrixproteine von 
nukleären Genen codiert werden und nach Translation an freien Ribosomen in die Peroxisomen 
bzw. deren Vorläufervesikel importiert werden (LAZAROW und FUJIKI 1985). Inzwischen wur-
den mehr als 20 Proteine identifi ziert, die am Import peroxisomaler Proteine beteiligt sind (für 
Übersichtsartikel siehe SUBRAMANI et al. 2000, SACKSTEDER und GOULD 2000). Es scheint, daß 
allein bei Säugetieren mehr als 15 dieser sogenannten Peroxine (abgekürzt: Pexp) am Import 
beteiligt sind. Defekte dieser Importmaschinerie haben fatale Folgen, wie z.B. das Zellwe-
ger-Syndrom verdeutlicht (siehe Abschnitt 1.4.). Für peroxisomale Matrixproteine exis tieren 
zwei Importwege: Proteine mit dem PTS (Peroxisomale Targetingsequenz)-1-Signal werden 
vom cytosolischen Rezeptor Pex5p erkannt und zum Peroxisom transportiert. Das C-terminale 
PTS-1-Signal besteht aus dem Tripeptid Serin-Lysin-Leucin (SKL) oder einer Variante davon 
(GOULD et al. 1988 und 1989). Andere peroxisomale Matrixproteine sind mit dem PTS-2-Signal 
ausgestattet und werden vom cytosolischen Rezeptor Pex7p erkannt und zum Peroxisom trans-
portiert. Das N-terminale PTS-2-Signal wird beim Import zumeist abgespalten und zeichnet 
sich durch das RL
xxxx
HL-Motiv aus (OSUMI et al. 1991, DE HOOP und AB 1992). Als peroxiso-
male Membranrezeptoren für den PTS-1- und PTS-2 Importweg fungieren Pex13p und Pex14p 
(für eine Übersicht siehe FUJIKI 2000, TERLECKY und FRANSEN 2000). Wie genau die Peroxiso-
menmembran überquert wird und ob der PTS-Rezeptor am zu importierenden Protein gebun-
den bleibt, ist noch unklar. Der Import peroxisomaler Membranproteine erfolgt unabhängig 
vom Importmechanismus der Matrixproteine. Bisher wurden mehrere Targetingsignale für per-
oxisomale Membranproteine (mPTS) gefunden, die sich voneinander und von den PTS-1- und 
PTS-2-Signalen deutlich unterscheiden (DYER et al. 1996, IMANAKA et al. 1996, WIEMER et al. 
1996, ELGERSMA et al. 1997, KAMMERER et al. 1998). Cytosolische Rezeptoren und Rezeptoren 




1.3. Proliferation der Peroxisomen und ihre transkriptionelle Regulation
Fettreiche Nahrung, Fastenzeiten und Peroxisomen-Proliferatoren induzieren die Peroxisomen-
Proliferation bei Nagetieren (HAWKINS et al. 1987). Zu den Peroxisomen-Proliferatoren zählen, 
neben den hypolipidämisch wirkenden Fibraten, so unterschiedliche Substanzen wie Phtha-
late, Herbizide, Leukotrien-Antagonisten, Acetylsalicylsäure und perfl uorierte Fettsäuren. Die 
Peroxisomen-Proliferation ist eine pleiotrope zelluläre Antwort, die zu drastischen Änderungen 
der Morphologie, Anzahl und Enzymaktivität von Peroxisomen (LOCK et al. 1989), sowie zur 
Änderung nicht peroxisomaler Enzymaktivitäten, führt. Damit verbunden ist die Hepatozyten-
Proliferation und das Wachstum der Leber. Die Wirksamkeit von Peroxisomen-Proliferatoren 
ist speziesabhängig sehr unterschiedlich. Während Ratten und Mäuse ihnen gegenüber sehr 
sensitiv sind, reagieren Meerschweinchen, Affen und Menschen nur schwach (MASTERS und 
CRANE 1995). ISSEMANN und GREEN (1990) fanden mit dem Transkriptionsfaktor PPAR (Per-
oxisomen-Proliferator-aktivierter Rezeptor) die zentrale Schaltstelle der Peroxisomen-Prolife-
ration und der Regulation des Lipidstoffwechsels.
Der molekulare Mechanismus der Funktionsweise von PPARs ist dem der Steroidhormon-
rezeptoren ähnlich (für Übersichtsartikel siehe CORTON et al. 2000, ESCHER und WAHLI 2000, 
KELLER et al. 2000, KERSTEN et al. 2000). Der PPAR bildet im Cytosol ein Heterodimer mit dem 
RXR (Retinoid-X-Rezeptor). Nach Aktivierung des PPAR-RXR-Komplexes durch Liganden 
und Translokation in den Nukleus bindet der Komplex an PPRE (PPAR Response Element)-
Stellen in der Promotorregion der Zielgene. Für die Aktivierung des PPAR-RXR-Komplexes 
genügt die Ligandenbindung an eine Komponente, die simultane Bindung an PPAR und RXR 
ist jedoch wirksamer. Neben den oben genannten Peroxisomen-Proliferatoren aktivieren endo-
gene Liganden, wie Eicosanoide, gesättigte Fettsäuren, sowie einfach und mehrfach ungesät-
tigte Fettsäuren, die PPARs (siehe auch CORTON et al. 2000). Die exogenen und endogenen 
PPAR-Liganden können, in Abhängigkeit vom jeweiligen Liganden, die verschiedenen PPAR-
Isotypen entweder unterschiedlich stark oder gleichmäßig aktivieren. 
Bisher wurden drei PPAR-Isotypen identifi ziert: α, β (auch δ und NUC1 genannt) und γ. 
PPARα reguliert den Abbau von Fettsäuren und wird hauptsächlich in der Leber, aber auch 
in der Niere, im braunen Fettgewebe, im Herz und im Skelettmuskel exprimiert. Die Zielgene 
des PPARα sind an verschiedenen Aspekten des Lipidkatabolismus beteiligt, wie Fettsäureauf-
nahme über Membranen, Fettsäurebindung in Zellen, Fettsäureoxidation in Mikrosomen, Per-
oxisomen und Mitochondrien, sowie dem Lipoproteintransport. PPARγ, von dem durch Ver-
wenden alternativer Promotoren und durch differentielles Splicing die Isoformen γ1 und γ2 
gebildet werden, beeinfl ußt die Lagerung von Fettsäuren im Fettgewebe und ist an der Reifung 
von Präadipozyten zu Fettzellen beteiligt (ROSEN et al. 1999). Die meisten Zielgene des PPARγ 
sind an lipogenen Stoffwechselwegen beteiligt, wie die Lipoprotein-Lipase, das Adipocyt-Fett-
säure-bindende Protein, die Acyl-CoA-Synthase und das Fettsäure-Transportprotein. Weniger 
Aufmerksamkeit hat bisher PPARβ erhalten, da er klinisch weniger relevant zu sein scheint. 
PPARβ hat verschiedene Funktionen, z.B. die Regulation der Acyl-CoA-Synthase im Gehirn 
(BASU-MODAK et al. 1999) und scheint an der Implantation des Embryos beteiligt zu sein (LIM 
et al. 1999). Ensprechend ihrer zentralen Funktion im Lipidmetabolismus, haben PPARs eine 
wichtige Rolle bei Stoffwechselerkrankungen wie Adipositas, Diabetes mellitus Typ II und 
Atherosklerose, aber auch bei Entzündungsreaktionen und der Dickdarm-Karzinogenese (für 




Die essentielle Rolle der Peroxisomen für den Organismus wurde deutlich angesichts der 
schweren Folgen peroxisomaler Defekte. So sterben Kinder mit Zellweger-Syndrom, der 
schwersten peroxisomalen Erkrankung, zumeist im ersten Lebensjahr (BOWEN et al. 1964). 
Bei den derzeit bekannten 25 peroxisomalen Erkrankungen handelt es sich um verschiedene 
– genetisch heterogene – rezessiv vererbte Defekte der Peroxisomen. Man unterscheidet beim 
Menschen drei verschiedene Gruppen (für Übersichtsartikel siehe POWERS und MOSER 1998, 
GOULD und VALLE 2000, MOSER 2000):
• Die erste Gruppe ist gekennzeichnet durch den Defekt der Peroxisomen-Biogenese, bei dem 
beide Importwege (PTS1 und PTS2) blockiert sind und somit keine Peroxisomen gebildet 
werden. Hierzu zählen das Zellweger-Syndrom (BOWEN et al. 1964), die neonatale Adreno-
leukodystrophie (ULRICH et al. 1978) und das infantile Refsum-Syndrom (SCOTTO et al. 
1982). Neben der fehlenden Synthese von Plasmalogenen kommt es zur Akkumulation von 
Phytansäure und sehr langkettigen Fettsäuren. Charakteristisch sind schwere neurologische 
und hepatische Dysfunktionen, craniofacialer Dysmorphismus und Hypotonie, was in der 
Regel zum Tod des Patienten im frühen Kindesalter führt. 
• Bei der zweiten Gruppe handelt es sich um einen Peroxisomen-Biogenesedefekt des PTS2-
Importweges (BRAVERMAN et al. 1997, MOTLEY et al. 1997, PURDUE et al. 1997). Zwar werden 
hier Peroxisomen gebildet, jedoch werden mehrere Enzyme nicht in die Peroxisomen impor-
tiert. Die Erkrankung, rhizomelische Chondrodysplasia punctata genannt, ist gekennzeichnet 
durch schwere Wachstumsstörungen, rhizomele Skelettdeformitäten, Katarakt, Calciumab-
lagerung in den Epiphysen und Ichthyose. Auch diese Patienten können keine Plasmalogene 
synthetisieren und akkumulieren Phytansäure, weisen jedoch normale Spiegel an sehr lang-
kettigen Fettsäuren auf (SPRANGER et al. 1971).
• In der dritten Gruppe sind Erkrankungen mit weitaus milderen Symptomen zusammenge-
faßt. Hierbei handelt es sich um Einzelenzymdefekte, die auf der Mutation einzelner Gene 
beruhen. Die häufi gste Erkrankung in dieser Gruppe stellt die X-gebundene Adrenoleuko-
dystrophie dar, die auf einen Defekt des ALDP, einem peroxisomalen Membranprotein aus 
der Gruppe der ABC-Transporter, zurückzuführen ist (MOSSER et al. 1993 und 1994). Diese 
Krankheit ist gekennzeichnet durch die Akkumulation sehr langkettiger Fettsäuren und führt 
zur fortschreitenden Demyelinisierung im Zentralnervensystem. Weitere Krankheiten mit 
peroxisomalen Einzelenzymdefekten sind u.a. das klassische Refsum-Syndrom (Störung der 
α-Oxidation durch die Mutation des Gens für die Phytanoyl-CoA-Hydroxylase, JANSEN et al. 
1997) und die pseudo-neonatale Adrenoleukodystrophie (Störung der β-Oxidation durch die 
Mutation des Gens für die Palmitoyl-CoA-Oxidase, POLL-THE et al. 1988).
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2. Das Cytoskelett und dessen Assoziation mit Zellorganellen 
Schon früh vermuteten Naturforscher die Existenz strukturgebender Elemente als essentielle 
Grundlage für die Organismen. So folgerte BAGLIVI (1703) aus der mikroskopischen Beobach-
tung eines dichten Netzwerkes fi bröser Elemente, die er in homogenisierten und gekochten 
pfl anzlichen und tierischen Extrakten fand, daß Fasern verschiedener Größe, die sich auf ver-
schiedene Weise zusammenlagern, die grundlegenden strukturellen Einheiten allen organi-
schen Materials seien. Geprägt wurde der Name Cytoskelett von WINTREBERT (1931), der sol-
che Strukturen aufgrund der physischen Notwendigkeit für die interne Organisation von Zel-
len postulierte. Es dauerte noch knapp 2 Jahrzehnte bis mit der Elektronenmikroskopie eine 
Methode zur Verfügung stand, mit der dann der erste Nachweis für Elemente des Cytoskeletts 
gelang. DE ROBERTIS und SCHMITT (1948) fanden in Nervensträngen lange tubuläre Fasern, die 
sie „Neurotubuli“ nannten und die später in Mikrotubuli umbenannt wurden. PORTER (1957) 
vermutete, daß diese Strukturen eine Cytoskelett-Funktion übernehmen würden. 
Inzwischen ist klar, daß das Cytoskelett keineswegs starr, sondern hoch dynamisch und sehr 
fl exibel ist (für Übersichtsartikel siehe FRIXIONE 2000, FUCHS und KARAKESISOGLOU 2001). Es 
wird von einem komplexen Gefl echt aus Proteinfi lamenten gebildet und läßt sich morpholo-
gisch und molekularbiologisch in drei Familien einteilen. Neben den Mikrotubuli (20 – 25 nm 
Durchmesser) unterscheidet man Mikrofi lamente (5 – 7 nm Durchmesser) und Intermediärfi la-
mente (8 – 12 nm Durchmesser). Ihr Zusammenwirken hat Einfl uß auf die Zellbewegung, die 
Zellteilung, Transportvorgänge im Cytoplasma und auf die Form und Gestalt von Zellen und 
Zellorganellen. Für den Transport von Zellorganellen über größere Entfernungen in der Zelle 
kommt den Mikrotubuli die zentrale Rolle zu, auch wenn dabei die Intermedärfi lamente, die 
Mikrofi lamente und die Kooperation der einzelnen Cytoskelettkomponenten von Bedeutung 
sind (für Übersichtsartikel siehe DEPINA und LANGFORD 1999, HERRMANN und AEBI 2000, GOODE 
et al. 2000, ROGERS und GELFAND 2000, FUCHS und KARAKESISOGLOU 2001).
2.1. Mikrotubuli
Mikrotubuli bestehen in der Regel aus 13 linearen Protofi lamenten, die sich über die gesamte 
Länge des Mikrotubulus erstrecken und die einen Hohlzylinder bilden (für Übersichtsartikel 
siehe DOWNING 2000, OAKLEY 2000). Die Protofi lamente wiederum setzen sich aus α- und 
β-Tubulin-Heterodimeren zusammen. Die α- und β-Tubulin-Monomere sind hochkonservierte 
globuläre Proteine von 55 kDa, die sich voneinander nur wenig unterscheiden. Mikrotubuli 
sind polare Strukturen: am Plusende des Mikrotubulus befi nden sich ausschließlich β-Tubulin-
Moleküle, während am Minusende nur α-Tubuline zu fi nden sind. Die Plusenden der Mikrotu-
buli zeichnen sich durch schnelles Wachstum in Folge der Anlagerung von Tubulin-Dimeren 
aus, während die Minusenden stabil sind bzw. langsam depolymerisieren. In vitro polymeri-
sieren Tubulin-Dimere in Anwesenheit von GTP spontan zu Mikrotubuli. Dieser Prozeß wird 
bei höheren Temperaturen beschleunigt, während die Mikrotubuli bei Temperaturen unter 15°C 
depolymerisieren. Durch Substanzen, wie Nocodazol, Colcemid und Vinblastin können Mikro-
tubuli depolymerisiert werden, wohingegen sie durch Taxol stabilisiert werden. 
In vitro und in vivo unterliegen Mikrotubuli einer ausgeprägten Dynamik. Ihr stetes Wachsen 
und Schrumpfen wird als „dynamische Instabilität“ bezeichnet. Besonders deutlich wird dies 
beim Eintritt der Zelle in die Mitose, wo die Interphasenmikrotubuli komplett depolymerisieren 
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und sich zur Bildung der Kernspindel neu formieren. In der Interphase sind die Minusenden 
der Mikrotubuli im Mikrotubuli-organisierenden Zentrum in Zellkernnähe gebündelt und die 
Plusenden weisen in die Zellperipherie. Die dadurch defi nierte Zellpolarität ist essentiell für 
den Transport und die Lokalisierung von Proteinen und Zellorganellen.
In den letzten Jahren wurden mehrere neue Mitglieder der Tubulin-Proteinfamilie entdeckt. 
Während die konstitutive Rolle von γ-Tubulin für die Initiation der Anlagerung von αβ-Tubulin-
Heterodimeren unbestritten ist, sind die Funktionen von δ-, ε-, ζ- und η-Τubulin noch weitge-
hend unklar (siehe SCHIEBEL 2000, DUTCHER 2001).
2.2. Interaktion von Mikrotubuli mit Zellorganellen
Das Cytoskelett spielt – wie bereits angedeutet wurde – eine wesentliche Rolle für die Zellpo-
larisierung, für den intrazellulären Transport von Organellen, für deren Verteilung innerhalb der 
Zelle und für die Formgebung. Insbesondere Mikrotubuli sind für die Herstellung und die Auf-
rechterhaltung dieser Organisation wichtig. Die Bedeutung der Interaktionen mit Mikrotubuli 
wurde für zahlreiche Organellen gezeigt:
• Sekretgranula (SEVERIN et al. 1991, WACKER et al. 1997, BLOOM und GOLDSTEIN 1998, 
KRAEMER et al. 1999)
• Exocytose- (VAN DER SLUIJS et al. 1990) und Endocytose-Vesikel (PIERRE et al. 1992, 
D’ARRIGO et al. 1997, NIELSEN et al. 1999, BANANIS et al. 2000, MURRAY et al. 2000)
• RNA-beinhaltende Vesikel (KÖHRMANN et al. 1999)
• Zellkerne (FISCHER 1999)
• Melanosomen (ROGERS et al. 1997, TUMA und GELFAND 1999)
• Autophagosomen (Lang et al. 1998)
• Phagosomen (BLOCKER et al. 1996, 1997 und 1998)
• Lysosomen (SWANSON et al. 1992, RAJAS et al. 1996)
• endoplasmatisches Retikulum (TERASAKI und REESE 1994, WATERMAN-STORER und SALMON 
1998, LANE und ALLAN 1999, TERASAKI 2000)
• Golgi Komplex (BURKHARDT 1998, THYBERG und MOSKALEWSKI 1999, TOOMRE et al. 1999, 
TERASAKI 2000)
• Mitochondrien (BAUMANN und MURPHY 1995, YAFFE et al. 1996, STEBBINGS 1997, SVOBODA 
und SLANINOVÁ 1997, YAFFE 1999, LIGON und STEWART 2000). 
Bei Peroxisomen wurde ebenfalls die Assoziation mit Mikrotubuli gezeigt (siehe Abschnitt 2.5.), 




2.3. Proteine, die an der Interaktion von Zellorganellen mit Mikrotubuli beteiligt 
sind
Die Interaktionen von Zellorganellen mit Mikrotubuli werden von zahlreichen Proteinen ver-
mittelt, die hier kurz vorgestellt werden sollen.
2.3.1. Mikrotubuli-assoziierte Proteine, Motorproteine und Motorprotein-assoziierte 
Proteine
Die Gruppe der Mikrotubuli-assoziierten Proteine (MAPs) ist für die Bildung und Aufrecht-
erhaltung der Mikrotubuli von großer Bedeutung. So stabilisiert z.B. TAU Mikrotubuli und 
vermindert dadurch deren Dynamik (GARCIA und CLEVELAND 2001). Es wird diskutiert, ob die 
MAPs als Abstandhalter zwischen den Mikrotubuli oder als deren Bindeglieder fungieren. Neu-
ere Versuche deuten eher auf die Rolle als Abstandhalter hin (MARX et al. 2000). Auch für die 
Interaktion von Zellorganellen mit Mikrotubuli sind MAPs von Bedeutung. Durch Überexpres-
sion von MAP4 und TAU wurde die Motilität von Organellen inhibiert (BULINSKI et al. 1997, 
EBNETH et al. 1998). TAU behindert dabei nicht den Transport selbst, sondern die Anlagerung 
des Motorproteines Kinesin (TRINCZEK et al. 1999). Einen möglichen Regulationsmechanismus 
des Organellentransportes stellt die Phosphorylierung dar, da diese die Interaktion mit Mikro-
tubuli verringert (SATO-HARADA et al. 1996, SANCHEZ et al. 2000). Des weiteren wurde mit 
Mapmodulin ein Protein gefunden, das freie MAPs bindet und durch deren Entfernen von den 
Mikrotubuli den Organellentransport stimuliert (ULITZUR et al. 1997).
Wie bereits angedeutet, erfolgt der energieabhängige Transport der Organellen durch Motor-
proteine. Die Motorproteine der Mikrotubuli teilen sich in zwei Proteinfamilien auf: Mitglieder 
der Dynein-Proteinfamilie sind in der Regel für den Transport zu den Minusenden der Mikro-
tubuli zuständig und Kinesine transportieren ihre Ladung zumeist in Richtung Plusende (für 
Übersichtsartikel siehe HIROKAWA 1998, ALLAN und SCHROER 1999, SACK et al. 1999, SHEETZ 
1999, KING 2000). Kinesin und Kinesin-verwandte Proteine binden mittels des mutmaßlichen 
Membranrezeptors Kinectin an die Organellenmembran (TOYOSHIMA et al. 1992, KUMAR et al. 
1995, ONG et al. 2000). Dynein bindet an Dynactin (VAUGHAN und VALLEE 1995, BURKHARDT 
et al. 1997, KING und SCHROER 2000), das seinerseits vermutlich mit dem Ankyrin-Spektrin-
Netzwerk interagiert (HIROKAWA 1998, DE MATTEIS und MORROW 2000). Während Motorprote-
ine Organellen unter Hydrolyse von ATP transportieren, können sie die Organellen in Abwesen-
heit von ATP fest binden (VALE 1996). Die Regulation des Organellentransportes scheint neben 
den MAPs auch durch G-Proteine zu erfolgen. So wird z.B. das Kinesin-ähnliche Protein Rab-
kinesin durch das kleine G-Protein Rab6 reguliert (ECHARD et al. 1998). Motorproteine trans-
portieren nicht nur Zellorganellen, sondern auch nicht-vesikuläre Ladungen, wie z.B. mRNA 
(CARSON et al. 1997) und Vimentin (LIAO und GUNDERSEN 1998).
2.3.2. Cytoplasmatische Linkerproteine (CLIPs)
Im Gegensatz zu den Motorproteinen fungieren die cytoplasmatischen Linkerproteine (CLIPs) 
als stabile Bindeglieder zwischen Organellen und Mikrotubuli (RICKARD und KREIS 1996). Das 
am besten untersuchte Mitglied dieser Proteinfamilie ist CLIP-170, ein Homolog des an Inter-
mediärfi lamente assoziierenden Proteines Restin (BILBE et al. 1992). CLIP-170 vermittelt die 
Bindung von Endosomen an Mikrotubuli (PIERRE et al. 1992, RICKARD 1999), bindet aber 
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nicht an Intermediärfi lamente (PIERRE et al. 1994). Die Bindung an Mikrotubuli wird durch 
Phosphorylierung gelöst, wobei in vitro kein direkter Einfl uß von ATP-Gabe feststellbar ist 
(RICKARD und KREIS 1990 und 1991). CLIP-170 ist ein 135 nm messendes längliches Molekül 
von 170 kDa und bildet Homodimere. Der globuläre N-Terminus beinhaltet zwei hochkonser-
vierte Mikrotubuli-Bindungsdomänen und die C-terminale Domäne besitzt zwei Metall-bin-
dende Motive, die wahrscheinlich mit Organellen interagieren können. Dazwischen liegt der 
die Dimerisierung vermittelnde Hals, der 950 Aminosäuren lang ist, in Form einer α-Helix 
vorliegt und zwei fl exible Knicke aufweist (PIERRE et al. 1994, DIAMANTOPOULOS et al. 1998, 
SCHEEL et al. 1999). CLIP-170 ist an den Plusenden der Mikrotubuli lokalisiert (PEREZ et al. 
1999), wo es möglicherweise die Anlagerung von Tubulin-Dimeren reguliert (DIAMANTOPOULOS 
et al. 1999, SAWIN 2000, SCHROER 2001). An den Mikrotubuli-Plusenden colokalisiert CLIP-170 
mit cytoplasmatischem Dynein und Dynactin (VALETTI et al. 1999, VAUGHAN et al. 1999). Die 
Affi nität zur Bindung an Mikrotubuli scheint bei CLIP-170 größer als bei Dynactin zu sein 
(SCHROER 2000). Zusammen mit Dynamitin-Überexpressionsversuchen legt dies den Schluß 
nahe, daß CLIP-170 zuerst an die Mikrotubuli bindet und dann – mittels Interaktion seines 
C-terminalen Metall-bindenden Motivs – Dynactin an die Mikrotubuli-Plusenden rekrutiert 
(VALETTI et al. 1999). Entsprechend des Modelles von RICKARD und KREIS (1996, siehe auch 
Abbildung 2), könnte dieser Komplex die Assoziation mit Organellen herbeiführen und dann 
gegebenenfalls Dynein aktivieren. Dabei würde CLIP-170 vor Beginn des zum Minusende der 
Mikrotubuli gerichteten Transportes phosphoryliert und somit von den Mikrotubuli abgelöst. 
Ferner wurde kürzlich eine Interaktion von CLIP-170 mit Presenilin gezeigt (JOHNSINGH et al. 
2000), und eine maßgebliche Rolle von CLIP-170 bei der Ausrichtung der Chromosomen wäh-
rend der Metaphase wurde vorgeschlagen (DUJARDIN et al. 1998). 
Weitere bis heute identifi zierte Mitglieder der CLIP-Familie sind: 
• CLIP-115, ein Gehirn-spezifi sches Protein, das an DLBs („dendritic lamellar bodies“) und 
Mikrotubuli assoziiert (DE ZEEUW et al. 1997, HOOGENRAAD et al. 1998 und 2000). 
• D-CLIP-190, ein Drosophila-CLIP, das auch mit Myosin VI interagiert und von dem daher 
eine Bindefunktion zwischen den Mikrotubuli und dem Aktin-Cytoskelett vermutet wird 
(LANTZ und MILLER 1998, SISSON et al. 2000).
• Hühner CLIP-170, ein Homolog zum menschlichen CLIP-170 und Restin (GRIPARIC et al. 
1998, GRIPARIC und KELLER 1998 und 1999). 
Zusätzlich wurden mehrere Proteine mit Homologien zu CLIPs, besonders im Bereich der 
Mikrotubuli-Bindungsdomäne, identifi ziert. Darunter sind:
• p150Glued, die Mikrotubuli-bindende Untereinheit des Dynactin-Komplexes (HOLZBAUR et al. 
1991, PIERRE et al. 1992).
• Bik1 (BERLIN et al. 1990), das potentielle CLIP-170-Homolog der Hefen.
• Alf1p und Alp11, die bei Hefen für die Faltung von Tubulin wichtig sind (FEIERBACH et al. 
1999, RADCLIFFE et al. 1999, RADCLIFFE und TODA 2000).
























Abbildung 2: Modell der Regulation der Interaktion von Organellen mit Mikrotubuli durch CLIP-170. 
Das Schema, das eine Möglichkeit der Regulation illustriert, wurde modifi ziert nach RICKARD und KREIS (1996). 
A CLIP-170 und möglicherweise auch der Motorkomplex liegen in löslicher Form vor, bevor sie mit den mem-
brangebundenen Rezeptoren beider Proteine interagieren (B). C Die nachfolgende Dephosphorylierung von 
CLIP-170, die anscheinend durch Mikrotubuli reguliert wird, führt zur Anlagerung des Endosoms an den Mikro-
tubulus und zur Bindung des Motorkomplexes an die Membran. D Der Motorkomplex ist inaktiv, bis durch die 
Phosphorylierung des CLIP-170 die feste Verbindung des Vesikels mit dem Mikrotubulus gelöst wird. Die Ablö-




Die meisten dieser Proteine besitzen wie CLIP-170 eine lange zentrale „coiled-coil” Domäne, 
die als Platzhalter für einen bestimmten Abstand zwischen der gebundenen Organelle und dem 
Mikrotubulus dienen könnte (SCHROER 2000).
Die zentrale Bedeutung der CLIPs für die Stabilisierung und Dynamik der Plusenden der 
Mikrotubuli (siehe oben) zeichnet sich immer deutlicher ab. Mit den CLASPs (CLIP-asso-
ziierten Proteinen) wurden kürzlich Proteine gefunden, die vermutlich die CLIP-115- und 
CLIP-170-vermittelte Stabilisierung der Mikrotubuli-Plusenden regulieren (AKHMANOVA et al. 
2001).
Während die Assoziation der verschiedenen CLIPs an Mikrotubuli eindeutig nachgewiesen 
ist, ist der molekulare Mechanismus der Interaktionen mit anderen Proteinen und Organellen 
weitgehend unbekannt.
2.3.3. Weitere für die Interaktion von Zellorganellen mit Mikrotubuli wichtige Proteine
Zusätzlich zu den CLIPs, für die eine Funktion beim Andocken der Organellen an Mikrotubuli 
vor ihrem Transport vorgeschlagen wurde (RICKARD und KREIS 1996), gibt es weitere Proteine, 
die eine statische Verbindung zu Organellen aufbauen (siehe Tabelle 7, Seite 89) und so mögli-
cherweise als Bremsen nach dem Transport fungieren können (ALLAN und SCHROER 1999). Zu 
diesen Proteinen gehört ein 63 kDa integrales Membranprotein des endoplasmatischen Reti-
kulums, CLIMP-63 (für „cytoskeleton-linking membrane protein“), das direkt über eine zen-
trale cytosolische Mikrotubuli-Bindungsdomäne mit Mikrotubuli interagiert und dessen Über-
expression zur Aggregation von Mikrotubuli um das veränderte endoplasmatische Retikulum 
herum führt (KLOPFENSTEIN et al. 1998). Für ein weiteres integrales Membranprotein, p24, das 
in neuronalen Lysosomen lokalisiert ist und das eine den MAPs homologe Mikrotubuli-Bin-
dungsdomäne besitzt, wurde eine Rolle für den neuronalen Organellentransport vorgeschlagen 
(KADOTA et al. 1997). In Lysosomenmembranen wurde eine membrangebundene Isoform der 
Glutamat-Dehydrogenase mit einem Molekulargewicht von 50 kDa gefunden, die über ihre 
Mikrotubuli-Bindungseigenschaften als Ankerprotein der Lysosomen an Mikrotubuli dienen 
könnte (MITHIEUX und ROUSSET 1989, RAJAS et al. 1996). Das cis-Golgi-Netzwerk-assoziierte 
Protein GMAP-210, das – wie die anderen in diesem Abschnitt vorgestellten Proteine – keine 
Homologien zu den CLIPs aufweist, stellt eine Verbindung zwischen dem cis-Golgi-Netzwerk 
und den Minusenden der Mikrotubuli her (INFANTE et al. 1999). Die vorhergesagte Struktur 
dieses Proteins ähnelt der von CLIP-170, mit dem Unterschied, daß die Mikrotubuli-bindende 
Domäne im C-Terminus und die Organellen-bindende Domäne im N-Terminus lokalisiert ist. 
Mit Aut7 und Aut2 wurden zwei Mikrotubuli-bindende Proteine gefunden, die für den Trans-
port von autophagischen Vesikeln zur Vakuole essentiell sind (Lang et al. 1998, KIRISAKO et 
al. 2000). Die Funktion dieser beiden Proteine ist vielfältig. So deutet z.B. die Interaktion von 
Aut7 mit verschiedenen v-SNAREs auf eine Beteiligung an Docking- und Fusionsprozessen 
von Vesikeln hin (LEGESSE-MILLER et al. 2000).
Weitere Proteine, die eine Rolle für die Interaktion von Organellen mit Mikrotubuli spielen, 
sind die 58 kDa Formiminotransferase-Cyclodeaminase des Golgi-Komplexes (HENNIG et al. 
1998, BASHOUR und BLOOM 1998) und Dynamin, einem für die Endocytose wichtigen Protein 
(SHPETNER und VALLEE 1989, VAN DER BLIEK und MEYEROWITZ 1991).
Kürzlich wurde mit den Hook-Proteinen eine weitere Proteinfamilie gefunden, die eine Lin-
kerfunktion von Zellorganellen und Mikrotubuli besitzt (WALENTA et al. 2001). Die Mikrotu-
buli-Bindungsdomäne der Hook-Proteine ist hochkonserviert und weist keine Ähnlichkeit zu 
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den Mikrotubuli-Bindungsdomänen der CLIPs, Motorproteine und anderer Mikrotubuli-bin-
dender Proteine auf. Bisher sind vier Vertreter dieser neuen Proteinfamilie bekannt. Drosophila 
besitzt ein einzelnes Mitglied dieser Proteinfamilie, das an Endosomen und Mikrotubuli asso-
ziiert und für den Endocytoseweg eine wichtige Rolle spielt (KRÄMER und PHISTRY 1996 und 
1999). Beim Menschen wurden drei Hook-Proteine gefunden, von denen eines (Hook3) an 
Golgi-Membranen assoziiert; die Zielorganellen der beiden anderen Proteine (Hook1, Hook2) 
sind bisher nicht identifi ziert. Die Überexpression von Hook3 führt zur Zerstörung des Mikro-
tubuli-Netzwerkes und des Golgi-Komplexes (WALENTA et al. 2001).
Sowohl die Bedeutung des Spektrin-Skeletts für die Form und Stabilität vieler Zellorganel-
len, als auch die direkte und indirekte Interaktion mit Motorproteinen und allen Cytoskelett-
elementen – über Adaptermoleküle wie Ankyrin – konnte nachgewiesen werden (HIROKAWA 
1998, DE MATTEIS und MORROW 2000). Abgesehen von der Bindung an Dynactin ist wenig über 
die molekularen Mechanismen der Verbindung von Spectrin mit dem Mikrotubuli-Cytoskelett 
bekannt.
2.4. In vitro Studien zur Bindung von Zellorganellen an Mikrotubuli
Interaktionen von Organellen mit Mikrotubuli wurden mit Hilfe verschiedener Assaysysteme 
ausführlich untersucht. Das Hauptinteresse galt dabei der Untersuchung von Motilität, doch es 
wurden auch Assays entwickelt, die die spezifi sche Bindung von Organellen an Mikrotubuli 
quantitativ erfassen (siehe Tabelle 6, Seite 85). Cosedimentationsassays wurden für die Unter-
suchung der Bindung von Mikrotubuli an axoplasmatische Vesikel (PRATT 1986), Lysosomen 
(MITHIEUX et al. 1988, MITHIEUX und ROUSSET 1988), Exocytose-Vesikel (VAN DER SLUIJS et al. 
1990), sekretorische Granula (SHERLINE et al. 1977, SEVERIN et al. 1991), Golgi-Vesikel (MURATA 
et al. 1992) und Mitochondrien (JUNG et al. 1993) eingesetzt. Andere Studien nutzten magneti-
sche Kügelchen für die Auswertung der Bindung von Endocytose-Vesikeln (SCHEEL und KREIS 
1991) und Golgi-Vesikeln (KARECLA und KREIS 1992) an Mikrotubuli oder wendeten eine Refl o-
tations-Technik für die Untersuchung von trans-Golgi-Vesikeln an (COFFE und RAYMOND 1990). 
In einem Phagosomenassay (BLOCKER et al. 1996) und einem Assay mit sekretorischen Gra-
nula (SUPRENANT und DENTLER 1982) wurde deren Bindung an Mikrotubuli durch direktes licht-
mikroskopisches Auszählen ermittelt. Weiterhin wurde die Interaktion von cytoplasmatischen 
Granula mit Mikrotubuli mit Hilfe von Video-verstärkter Kontrastmikroskopie und Negativ-
kontrast-Elektronenmikroskopie ausgewertet (ROTHWELL et al. 1989).
2.5. Interaktion von Peroxisomen mit Mikrotubuli
Nach anfänglichen elektronenmikroskopischen Beschreibungen (GORGAS 1985, YAMAMOTO und 
FAHIMI 1987) wurde die Assoziation von Peroxisomen mit Mikrotubuli in HepG2-Zellen mittels 
konfokaler Laserscanningmikroskopie und ihre in vitro Interaktion mittels Video-verstärkter 
Kontrastmikroskopie gezeigt (SCHRADER et al. 1996a und 1996b). In dem gleichen Assaysys-
tem, in dem lytische Granula und Phagosomen eine ATP-abhängige Bewegung entlang der 
Mikrotubuli ausführten (BLOCKER et al. 1996), banden isolierte Peroxisomen nahezu vollstän-
dig an Mikrotubuli – entlang deren gesamter Länge – bewegten sich allerdings nicht (SCHRA-
DER et al. 1996a). Die Vorbehandlung der Peroxisomen mit Proteasen und KCl verhinderte die 
Bindung an Mikrotubuli. In einem anderen in vitro Assaysystem konnte die Bewegung von 
Peroxisomen entlang Mikrotubuli rekonstituiert werden (SCHRADER et al. 2000). Die Motilität 
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war dabei abhängig von einer angereicherten Motorproteinfraktion. Da zugefügtes Dynein und 
Dynactin keine Bewegung auslösen konnten, scheinen weitere Komponenten aus der Motor-
proteinfraktion für die Motilität von essentieller Bedeutung zu sein. Die Bedeutung der Dynein-
vermittelten Motilität in vivo konnte durch Inhibierung von peroxisomalen Bewegungen nach 
Überexpression einer Dynactin-Untereinheit nachgewiesen werden (SCHRADER et al. 2000). Ins-
gesamt verdeutlicht diese Studie die hohe Dynamik der Peroxisomen, mit der Ausbildung eines 
peroxisomalen Retikulums, der Motilität und den vorübergehenden Kontakten einzelner Per-
oxisomen.
Der Einfl uß der Depolymerisierung von Mikrotubuli auf die intrazelluläre Verteilung und 
Form der Peroxisomen in HepG2-Zellen konnte von SCHRADER et al. (1996a und 1998) gezeigt 
werden. Nach Behandlung der Zellen mit den Mikrotubuli-depolymerisierenden Substanzen 
Nocodazol, Vinblastin und Colcemid bildeten sich größere peroxisomale Aggregate, während 
Kontrollzellen eine gleichmäßige Verteilung der Peroxisomen aufwiesen (SCHRADER et al. 
1996a). Im Gegensatz zu tubulären Lysosomen und Mitochondrien, die in Abwesenheit von 
Mikrotubuli kollabierten und sich abrundeten (JOHNSON et al. 1980, SWANSON et al. 1987), beein-
fl ußte die Mikrotubuli-Depolymerisation die Form tubulärer Peroxisomen nicht (SCHRADER et 
al. 1996a). Es wurden sogar Hinweise gefunden, daß die Dissoziation der Peroxisomen von den 
Mikrotubuli deren Tubulation induzieren kann (SCHRADER et al. 1998).
Mittels Elektronenmikroskopie konnten RAPP et al. (1996) die Assoziation von Peroxisomen 
an Mikrotubuli bestätigen und fanden einen Abstand von ungefähr 10 nm zwischen Peroxisom 
und Mikrotubulus. Eine ähnliche Distanz zu den Mikrotubuli wurde bei Mitochondrien und 
axoplasmatischen Vesikeln gefunden (SMITH et al. 1975, LETERRIER et al. 1994). Immunelek-
tronenmikroskopische Untersuchungen zeigten ebenfalls die Assoziation von Peroxisomen an 
Mikrotubuli und deuteten auf eine Beteiligung der Mikrotubuli an der Organisation retikulärer 
peroxisomaler Strukturen in der mit Peroxisomen-Proliferatoren behandelten Rattenleber hin 
(HÄYRINEN et al. 1997).
In vivo Motilitätsstudien mit CHO-Zellen ergaben eine sehr langsame ATP-unabhänge 
Bewegung bei der Mehrzahl der Peroxisomen und eine schnelle sprunghafte ATP-abhängige 
Bewegung bei 10 bis 15 % der Peroxisomen (RAPP et al. 1996). Mikrotubuli-Depolymerisie-
rung verhinderte die schnelle Bewegung komplett, während eine Reduktion dieser Bewegung 
um 25 % durch die Zerstörung der Aktinfi lamente erreicht wurde. Diese Studien wurden von 
WIEMER et al. (1997) mit CV1-Zellen bestätigt. Diese Gruppe schreibt die langsame unge-
richtete ATP-unabhänge Bewegung, die bei etwa 95 % der Peroxisomen beobachtet wurde, 
der Brown´schen Molekularbewegung zu. Die schnelle gerichtete ATP-abhänge Bewegung der 
restlichen 5 % der Peroxisomen wurde duch die Depolymerisierung der Mikrotubuli verhindert, 
was zur Aggregation der Peroxisomen in der perinukleären Region führte. Weiterhin wurde die 
Assoziation von zahlreichen Peroxisomen mit Mikrotubuli mit konfokaler Laserscanningmi-
kroskopie nachgewiesen. Weitere Peroxisomen-Motilitätsstudien mit CHO- und HUE-Zellen 
(HUBER et al. 1997, 1999 und 2000) bestätigten die ATP-Abhängigkeit der Peroxisomenbewe-
gung und fanden – neben der Notwendigkeit von Ca2+ für die Anlagerung von Peroxisomen 
an Mikrotubuli – Hinweise auf die Regulation der Peroxisomen-Motiliät durch heterotrimere 
G-Proteine über einen Peroxisomen-spezifi schen Gi/Go-Phospholipase A2-Signalweg. Es konnte 
gezeigt werden, daß eine Blockierung der Peroxisomen-Motilität durch hohe intrazelluläre Cal-
ciumspiegel, durch Mikroinjektion von GTP-γ-S und durch gleichzeitige extrazelluläre Gabe 
von ATP und Lysophosphatidylsäure erreicht werden kann.
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 3. Ziele dieser Arbeit
Der Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli kommt eine wichtige zellbiologische Bedeutung 
zu. Daher liegt der Schwerpunkt der hier vorliegenden Studie auf der Untersuchung der in vitro 
Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli unter besonderer Berücksichtigung der folgenden 
Fragen:
• Kann auf morphologischer und biochemischer Ebene gezeigt werden, ob die in vitro Bin-
dung von Peroxisomen an Mikrotubuli spezifi sch ist?
• Ist die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli quantifi zierbar?
• Welche molekularen Faktoren beeinfl ußen die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikro-
tubuli?
• Lassen sich Proteine, die für die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli wichtig 
sind, identifi zieren und isolieren?
Zur Bearbeitung dieser Fragestellungen wurden folgende experimentelle Ansätze gewählt:
• Darstellung der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli mittels Negativkontrast-
Elektronenmikroskopie und konfokaler Laserscanningmikroskopie unter simultaner Detek-
tion von indirekter Immunfl uoreszenz und differentiellem Interferenzkontrast.
• Etablierung eines semiquantitativen Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassays und Opti-
mierung der einzelnen Assayparameter.
• Biochemische Charakterisierung der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli mit 
Hilfe des Bindungsassays unter besonderer Berücksichtigung des Einfl ußes von Phosphory-
lierung, von mit Mikrotubuli interagierenden Proteinen, der Zugabe von Cytosol und der 
Vorbehandlung von Peroxisomen und Cytosol mit Proteasen, NEM und KCl.
• Nachweis von Proteinen, die mit Mikrotubuli und Peroxisomen interagieren und Überprü-
fung auf Ähnlichkeiten zu cytoplasmatischen Linkerproteinen.
• Isolierung von Proteinen, die für die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli 
wichtig sind, mittels Gelfi ltration und Affi nitätschromatographie.
Ein wesentlicher Teil der Ergebnisse dieser Studie wurde publiziert (THIEMANN et al. 2000).
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III. Material und Methoden
1. Versuchstiere, Geräte und Materialien
1.1. Versuchstiere
Die für diese Studie verwendeten Peroxisomen sowie das Cytosol wurden aus Rattenlebern 
isoliert. Die Lebern stammten von etwa 6 Wochen alten weiblichen Sprague-Dawley Ratten mit 
einem Körpergewicht von 200 bis 250 g. Die Tiere wurden von der Zentralen Versuchstieran-
lage der Universität Heidelberg bezogen, wo sie unter Standardlaborbedingungen ernährt und 
gehalten wurden. Eine Genehmigung des Regierungspräsidiums Karlsruhe für den Einsatz der 
Versuchstiere für wissenschaftliche Untersuchungen lag vor.
1.2. Laborgeräte
Aufl istung der benutzten Laborgeräte in alphabetischer Reihenfolge unter Angabe der Bezugs-
quelle:
Analysenwaage R 180 D   Sartorius, Göttingen
Beglimmer CTA 010    Balzers Union, Balzers, Liechtenstein
Diamantmesser    Diatome, Bienne, Schweiz
Elektrophoresekammern   LMS, Dossenheim
Elektrophorese-Netzgerät 3000Xi  Bio-Rad, München
Elektronenmikroskop EM 301 G   Philips, Eindhoven, Niederlande
FPLC-System     Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Glasgefäße     neoLab Migge, Heidelberg
Hybridisierungsofen HB-1D   Techne, Princeton, NJ, USA
Konfokales Laserscanningmikroskop, 
 Leica TCS MP   Leica Microsystems, Mannheim
Magnetrührer Heidolph   neoLab Migge, Heidelberg
Niederdruckanlage BioLogic LP  Bio-Rad, München
pH-Meter E500    Metrohm, Herisau, Schweiz
Photometer Uvikon 810   Kontron, Neufahrn
Potter S Homogenisator   Braun, Melsungen
Probenkocher Dri-Block DB-1  neoLab Migge, Heidelberg
Refraktometer     Zeiss, Oberkochen
Reinstwasseranlage Milli-Q   Millipore, Bedford, MA, USA
Semi-Dry Blotgerät Trans-Blot SD  Bio-Rad, München
Scanner Arcus II    Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgien
Schüttler ST 5     Zipperer, Staufen
Sterile Werkbank Lamin Air HBB 2472 Heraeus, Osterode
Ultramikrotom Reichert-Jung Ultracut S  Leica, Wien
Vakuum Konzentrierer   Bachhofer, Reutlingen
Vortex MS 1 Minishaker   IKA Works, Wilmington, NC, USA
Waage LC821     Sartorius, Göttingen
Wasserbad GFL    GFL, Burgwedel
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Wasserbad RMS 6 Lauda   Lauda, Lauda-Königshofen
Zentrifugen:    
- Beckman J2-HS Zentrifuge   Beckman Instruments, München
- Beckman L5-65B Ultrazentrifuge   Beckman Instruments, München
- Beckman TJ-6 Zentrifuge   Beckman Instruments, München
- Biofuge 28 RS    Heraeus, Osterode
- Eppendorf-Tischzentrifuge 5412   Eppendorf, Hamburg
- Mikrozentrifuge     Tomy Seiko, Tokio, Japan
1.3. Allgemeine Materialen, Chromatographiesäulen und Kits
Aufl istung der benutzten allgemeinen Materialen, Chromatographiesäulen und Kits in alphabe-
tischer Reihenfolge unter Angabe der Bezugsquelle:
Affi nitätssäulen NHS-aktiviert  Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Allfi x      Fesago, Sandhausen
Baryt-Fotopapier Brovira   Agfa-Gevaert, Leverkusen
Beem-Plastikkapseln    Polysciences, Eppelheim
Colloidal Blue Staining Kit   NOVEX, Frankfurt/Main
D-19 Entwickler    Kodak-Pathé, Paris, Frankreich
Dialyseschläuche SERVAPOR   Serva, Heidelberg
ECL-System     NEN, Boston, MA, USA
Einmachhaut     Ostmann, Bielefeld
Elektronenmikroskopiefi lm 4489   Kodak, Rochester, NY, USA
Entsalzungssäule HiTrap   Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Eppendorfgefäße     Eppendorf, Hamburg
Filter 0,05 µm (Ø 13 mm)   Millipore, Bedford, MA, USA
Gel-Botting Papier GB 003   Schleicher & Schuell, Dassel
Glutathion-Sepharose 4B Säule  Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Immobilon-P Membran   Millipore, Bedford, MA, USA
Küvetten     Sarstedt, Nümbrecht
Microsep Konzentratoren 10 K  Pall Filtron Northborough, MA, USA
Mikrotiterplatten E.I.A./R.I.A.  Costar, Cambridge, MA, USA
Molekulargewichtsstandards   Bio-Rad, München
Nitrozellulosemembran   Schleicher & Schuell, Dassel
Objektträger SuperFrost Plus   Menzel-Gläser, Braunschweig  
Parafi lm „M“     American National Can, Greenwich, CT, USA
Protein A-Gold    Polysciences, Eppelheim
Protein A-Sepharose CL4B   Sigma, Taufkirchen
Protein Assay     Bio-Rad, München
Röntgenfi lm BioMax MR-1   Kodak, Rochester, NY, USA
Sterilfi lter Millex-GS (0,22 µm)  Millipore, Molsheim, Frankreich
Superdex-200 Säule    Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Trägernetze (Grids)    Polysciences, Eppelheim
Zentrifugenröhrchen    Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA
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1.4. Chemikalien und Proteine
Aufl istung der eingesetzten Chemikalien und Proteine in alphabetischer Reihenfolge unter 
Angabe der Bezugsquelle:
Acetonitril     Sigma, Taufkirchen
Acrylamid/Bisacrylamid   Serva, Heidelberg
ADP      Sigma, Taufkirchen
Agar      Merck, Darmstadt
6-Aminocapronsäure    Merck, Darmstadt
Ammoniumbicarbonat   Sigma, Taufkirchen
Ammoniummolybdat    Sigma, Taufkirchen
Ammoniumpersulfat    Serva, Heidelberg
AMP-PNP     Sigma, Taufkirchen
ATP      Sigma, Taufkirchen
[γ-32P]-ATP     ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA, USA
ATP-γ-S     Sigma, Taufkirchen
Benzamidin     Serva, Heidelberg
Bleinitrat     Fluka, Neu-Ulm
Borsäure     Merck, Darmstadt
Bromphenolblau    Sigma, Taufkirchen
BSA      Sigma, Taufkirchen
BSA-c (Aurion)    Biotrend, Köln
Casein      Sigma, Taufkirchen
Chloralhydrat     Merck, Darmstadt
Citronensäure     Merck, Darmstadt
Coomassie Brilliant Blau G-250  Serva, Heidelberg
DAB (3,3’ Diaminobenzidin)   Sigma, Taufkirchen
DEAE-Dextran    Sigma, Taufkirchen
Dimethylsulfoxid    Roth, Karlsruhe
Dithiothreitol     Serva, Heidelberg
Dynactin     Prof. T. Schroer, Johns Hopkins University, 
       Baltimore, USA
Dynein     Prof. T. Schroer, Johns Hopkins University, 
       Baltimore, USA
EDTA      Roth, Karlsruhe  
EGTA      Sigma, Taufkirchen
Epon 812     Fluka, Neu-Ulm
Epon Härter DDSA    Fluka, Neu-Ulm
Epon Härter MNA    Fluka, Neu-Ulm
Epon Beschleuniger DMP 30   Fluka, Neu-Ulm
Essigsäure     J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Ethanol     Riedel-de-Haën, Seelze
Ethanolamin     Fluka, Neu-Ulm
Formaldehyd     Fluka, Neu-Ulm
Formvar 1595 E (Polyvinylformal)   Serva, Heidelberg
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Glucose     Merck, Darmstadt
Glutardialdehyd    Serva, Heidelberg
Glutathion     Sigma, Taufkirchen
Glutathion S-Transferase   Sigma, Taufkirchen
Glycerin     Roth, Karlsruhe
Glycin      Applichem, Darmstadt
GTP      Serva, Heidelberg
Hexokinase     Sigma, Taufkirchen
Isopropanol     J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Isotone Kochsalzlösung   Braun, Melsungen
Jodacetamid     Sigma, Taufkirchen
Kaliumchlorid     J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Kaliumhexacyanoferrat (II)   Merck, Darmstadt
Kinesin     Tebu, Frankfurt/Main
Kreatinphosphat    Sigma, Taufkirchen
Kreatinkinase     Sigma, Taufkirchen
Leupeptin     Sigma, Taufkirchen
Magnesiumchlorid    Merck, Darmstadt
Magnesiumsulfat    Merck, Darmstadt
MAP2      Tebu, Frankfurt/Main
MAP-Fraktion     Tebu, Frankfurt/Main
β-Mercaptoethanol    Roth, Karlsruhe
Methanol     Merck, Darmstadt
MOPS      Serva, Heidelberg
Mowiol 4.88     Polysciences, Eppelheim
Natriumacetat     Merck, Darmstadt
Natriumazid     Riedel-de-Haën, Seelze
Natriumcarbonat    J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Natriumchlorid    J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Natriumcitrat     Fluka, Neu-Ulm
Natriumdihydrogenphosphat   Applichem, Darmstadt
Natriumhydrogencarbonat   J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Natriumhydrogenphosphat   J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Natriumhydroxid-Plätzchen   Merck, Darmstadt
Natriumthiosulfat    Acros Organics, New Jersey, USA
Natronlauge     J.T. Baker, Deventer, Niederlande
N-Ethylmaleimid (NEM)   Sigma, Taufkirchen
Nycodenz     Nycomed Pharma, Oslo, Norwegen
Okadarsäure     Sigma, Taufkirchen
Osmiumtetroxid    Polysciences, Eppelheim
Paraformaldehyd    Riedel-de-Haën, Seelze
ortho-Phosphorsäure    Merck, Darmstadt 
Phosphorwolframsäure   Sigma, Taufkirchen
PMSF      Serva, Heidelberg
PIPES      Sigma, Taufkirchen
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1,2 Propylenoxid    Merck, Darmstadt
n-Propylgallat     Sigma, Taufkirchen
Proteinase K     Serva, Heidelberg
Proteinkinase (katalytische Untereinheit) Sigma, Taufkirchen
Richardson Blau (Komponenten)  Merck, Darmstadt
Saccharose     J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Salzsäure     J.T. Baker, Deventer, Niederlande
SDS      Serva, Heidelberg
Silbernitrat     Roth, Karlsruhe
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor  Biochrom, Berlin
Staurosporin     Sigma, Taufkirchen
TAU      Tebu, Frankfurt/Main
Taxol (=Paclitaxel)    Sigma, Taufkirchen
TEMED      Serva, Heidelberg
Tubulin, MAP-frei    Tebu, Frankfurt/Main
Trichloressigsäure    J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Triethylamin     Riedel-de-Haën, Seelze
Tris      Roth, Karlsruhe
Triton X-100     Sigma, Taufkirchen
Trypsin, TPCK-behandelt   Serva, Heidelberg
Tween 20     Serva, Heidelberg
Uranylacetat     Merck, Darmstadt
Wasserstoffperoxid    Merck, Darmstadt
1.5. Antikörper
1.5.1. Herkunft der Antikörper
Aufl istung der eingesetzten Antikörper in alphabetischer Reihenfolge unter Angabe der Bezugs-
quelle:
CLIP-170 (2D6 und 4D3)   Prof. Dr. T.E. Kreis (†), Genf, Schweiz
GaM-IgG-RITC     Southern Biotechnology Ass., Birmingham, UK
GaR-IgG-HRP    Sigma, Taufkirchen
MTCLIP-1     Eurogentec, Seraing, Belgien
MTCLIP-2     Eurogentec, Seraing, Belgien
MTCLIP-3     Dr. J. Pineda, Antikörper-Service, Berlin
NCLIP-115     Dr. N. Galjart, Rotterdam, Niederlande
PMP-26     Prof. Dr. T. Hashimoto, Matsumoto, Japan
RaM-IgG-HRP    Sigma, Taufkirchen
β-Tubulin     Sigma, Taufkirchen
UOx      Prof. Dr. Dr. A. Völkl, Anatomie II, Heidelberg
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1.5.2. Verwendung der Antikörper
Die in dieser Studie eingesetzten Antikörper und deren Anwendungen für verschiedene Metho-
den sind in Tabelle 1 aufgelistet.
Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten Antikörper.
Affi n.: affi nitätsgereinigter Antikörper; IgG: IgG-Fraktion des Antiserums; Kan.: Kaninchen
Antikörper Antigen Tier Reinheit Verwendung Verdünnung
CLIP-170 CLIP-170 Maus Serum Western-Blot 1:500
(2D6, 4D3) (HeLa-Zellen)
GaR-IgG-HRP IgG (Kan.) Ziege Serum Western-Blot 1:10000
GaR-IgG-RITC IgG (Kan.) Ziege Affi n. Immunfl uoreszenz 1:400
MTCLIP-1 Synthetisches Maus Serum Dot-Blot 1:500
 Peptid   Western-Blot 1:500
    Immundepletion 1:35
    Bindungsassay 1:25
   Affi n. Chromatographie -
MTCLIP-2 Synthetisches Maus Serum Dot-Blot 1:500
 Peptid   Western-Blot 1:500
   Affi n. Chromatographie -
MTCLIP-3 Synthetisches Kan. Serum Dot-Blot 1:500
 Peptid   Western-Blot 1:500
   Affi n. Chromatographie -
NCLIP-115 NCLIP-115  Kan. Serum Western-Blot 1:1000
 (Ratte)   Bindungsassay 1:90
PMP-26 PMP-26 (Ratte) Kan. IgG Bindungsassay 1:100
RaM-IgG-HRP IgG (Maus) Kan. Serum Western-Blot 1:10000
β-Tubulin β-Tubulin Maus Ascites Tubulin-Overlay-Blot 1:2000
 (Rattenhirn)
UOx UOx  Kan. IgG Western-Blot 1:20000
 (Rattenleber)   Elektronenmikroskopie 1:2000
   Immunfl uoreszenz 1:200
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2. Morphologische Methoden
2.1. Elektronenmikroskopie an Ultradünnschnitten
Zur morphologischen Überprüfung des Erhaltungszustandes und der Reinheit der mittels dif-
ferentieller Zellfraktionierung isolierten Peroxisomen (siehe Abschnitt 3.1.1.), wurden die Per-
oxisomen für die Elektronenmikroskopie aufbereitet (modifi ziert nach VÖLKL und FAHIMI 1985). 
Diese elektronenmikroskopischen Präparate wurden freundlicherweise von Frau Gabie Krämer 
hergestellt.
2.1.1. Transfer von Peroxisomen auf Filter
Zunächst wurden frisch isolierte Peroxisomen mit Homogenisationspuffer (250 mM Saccha-
rose, 5 mM MOPS, 0,1 % Ethanol, 1 mM EDTA, 0,2 mM PMSF, 1 mM 6-Aminocapronsäure, 
5 mM Benzamidin, 10 µg/ml Leupeptin, 0,2 mM DTT, pH 7,4) auf eine Endkonzentration 
von 0,2 mg Protein/ml verdünnt und mit Glutardialdehyd (Endkonzentration 0,25 %) über 
Nacht bei 4°C fi xiert. Mit einem von BAUDHUIN et al. (1967) entwickelten Filtriersystem wurden 
0,8 ml der fi xierten peroxisomalen Präparationen, überschichtet mit 1 ml Homogenisationspuf-
fer, durch einen Millipore Filter mit 0,05 µm Porengröße und einem Durchmesser von 13 mm 
bei 1 bar Stickstoff fi ltriert. Die Filtrationen dauerten 15 bis 60 Minuten. 
2.1.2. DAB-Reaktion und Epon-Einbettung
Zum spezifi schen Nachweis der Katalase in den Peroxisomen wurde die DAB-Reaktion durch-
geführt (FAHIMI 1969, ANGERMÜLLER und FAHIMI 1981). Nach der Postfi xierung der Peroxiso-
menfi lter mit 2 % Glutardialdehyd (in Homogenisationspuffer) für mindestens 30 Minuten bei 
Raumtemperatur, folgte die alkalische DAB-Reaktion. Dazu wurden die Filter zunächst mit 
DAB-Lösung (2 mg/ml 3,3′ Diaminobenzidin, pH 10,5, in Teorell-Stenhagen Puffer: 10 mM 
Phosphorsäure, 15 mM Borsäure, 7 mM Citronensäure, 69 mM NaOH) für 30 Minuten bei 
37°C vorinkubiert und dann die eigentliche DAB-Reaktion durch Zugabe von frischer DAB-
Lösung mit 0,15 % H2O2 für 30 Minuten bei 37°C gestartet. Im Anschluß an das Abpipettieren 
der DAB-Lösung und das Waschen der Filter mit Homogenisationspuffer wurde mit reduzier-
tem Osmium (2 % wässriges Osmiumtetroxid; zur Reduzierung des Osmiums nach 10 Minuten 
Zugabe von 3 % Kaliumhexacyanoferrat (II)) für 45 Minuten bei 4°C inkubiert. Um den Verlust 
von Organellen zu verhindern, wurden die Filter in 5 % Agar eingebettet. Danach erfolgte die 
Entwässerung und Einbettung:
• 85 % Ethanol für 3 × Minuten
• 96 % Ethanol für 3 × 5 Minuten
• 100 % Ethanol für 3 × 5 Minuten 
• 1,2 Propylenoxid für 3 × 5 Minuten
• 1,2 Propylenoxid-Epon-Gemisch (1:1) für 30 Minuten
• Infi ltrieren mit Epon 812 für 24 Stunden bei Raumtemperatur 
• Einbettung in frisches Epon 812 in Beem-Plastikkapseln
• Polymerisation für 24 Stunden bei 60°C.
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2.1.3. LR-White Einbettung 
Für die Durchführung der Immunelektronenmikroskopie (FAHIMI et al. 1996), die zum spezi-
fi schen Nachweis der peroxisomalen Uratoxidase eingesetzt wurde, erfolgte zunächst die Ent-
wässerung und LR-White Einbettung der abfi ltrierten Peroxisomen (siehe Abschnitt 2.1.1.) 
nach NEWMAN et al. (1983):
• kurzes Spülen der Peroxisomenfi lter mit 70 % Ethanol (-20°C)
• 70 % Ethanol für 2 × 60 Minuten bei -20°C
• 1:2 Gemisch aus 70 % Ethanol und LR-White Harz für 30 Minuten bei -20°C
• LR-White Harz für 60 Minuten bei 4°C (langsames Rotieren)
• frisches LR-White Harz über Nacht bei 4°C (langsames Rotieren)
• frisches LR-White Harz für 2 × 60 Minuten bei Raumtemperatur (langsames Rotieren)
• Einbettung in Gelatinekapseln mit frischem LR-White Harz, Polymerisation für 24 Stunden 
bei 50°C.
2.1.4. Herstellung von Ultradünnschnitten und Kontrastierung
Zunächst wurden mit selbstgefertigten Glasmessern am Ultramikrotom Semidünnschnitte ange-
fertigt, mit Richardson Blau angefärbt und lichtmikroskopisch untersucht, um geeignete Stellen 
für die anschließende Herstellung von Ultradünnschnitten auszuwählen. Die mit einem Dia-
mantmesser am Ultramikrotom angefertigten Schnitte mit einer Schnittdicke von 30-60 nm 
wurden auf Formvar-befi lmte 200 Mesh Kupfer-Trägernetze überführt, 1 bis 4 Minuten mit 1 % 
Uranylacetat oder für 15 Sekunden bis 1 Minute mit Bleicitrat (REYNOLDS 1963) kontrastiert: 
0,665 g Bleinitrat und 0,88 g Natriumcitrat × 2 H2O in H2O dest. lösen, mit 1 M NaOH abpuf-
fern bis die Lösung klar wird, mit H2O dest. auf 25 ml auffüllen und vor Gebrauch zentrifugie-
ren), Netzchen danach mehrmals mit destilliertem Wasser spülen. 
2.1.5. Immuncytochemie mit der Protein A-Gold Methode
Für das für die Immunelektronenmikroskopie erforderliche Post-Embedding (siehe FAHIMI und 
BAUMGART 1999) wurden ultradünne Schnitte der in LR-White eingebetteten isolierten Peroxi-
somen auf Formvar-befi lmte 200 Mesh Nickel-Trägernetze überführt. Nach dem Absättigen mit 
4 % BSA-Lösung (in TBS: 20 mM Tris, 0,9 % NaCl, pH 7,4) für 30 Minuten, wurden die Trä-
gernetze über Nacht in einer feuchten Kammer mit 50 µl Antikörperlösung (UOx, 1:2000 ver-
dünnt in TBS mit 0,1 % BSA) inkubiert. Danach wurden die Trägernetze in einer Tropfenreihe 
(TBS, 0,1 % BSA) gewaschen und für eine Stunde auf einem Tropfen Protein A-Gold Lösung 
(15 nm Polygold, 1:50 bis 1:100 in TBS, 0,1 % BSA) inkubiert. Vor dem Kontrastieren mit 
Uranylacetat und Bleicitrat (siehe oben) wurden die Präparate mit destilliertem Wasser gespült 
und getrocknet. 
2.1.6. Elektronenmikroskopie
Die Auswertung der so hergestellten Präparate erfolgte mit einem Transmissionselektronenmi-
kroskop bei einer Beschleunigungsspannung von 80 kV. Bei Vergrößerungen von 3900- bis 
125000-fach wurden mit einer Plattenkamera Negative (Größe 83 × 102 mm) belichtet. Abzüge 
der Bilder auf Baryt-Papier erfolgten mit einem Vergrößerungsfaktor von 1,6. Ein Teil der 
Negative wurde eingescannt und digital bearbeitet (Abschnitt 4.1. und 4.2.).
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2.2. Negativkontrast-Elektronenmikroskopie
Mit der Negativkontrast-Elektronenmikroskopie wurde die Assoziation von Peroxisomen mit 
Mikrotubuli dargestellt. Zunächst erfolgte die Polymerisation von Tubulin (siehe Abschnitt 3.6.), 
dann wurden die Mikrotubuli (Endkonzentration 0,5 mg Protein/ml) für 60 Minuten bei 37°C 
mit isolierten Rattenleberperoxisomen (Endkonzentration 0,1 mg/ml; für die Isolierung siehe 
Abschnitt 3.1.1.) inkubiert. Anschließend wurde mit 0,25 % Glutardialdehyd für 5 Minuten 
fi xiert. Als Trägernetze wurden mit Formvar befi lmte 200 Mesh Kupfer-Grids verwendet. Diese 
wurden kurz vor ihrem Einsatz für 10 Sekunden mit einer Spannung von 160 V bei 0,078 mbar 
beglimmt. Dadurch wurde die Oberfl äche der Grids negativ aufgeladen, was ein gleichmäßiges 
Anlagern der fi xierten Peroxisomen-Mikrotubuli-Komplexe erleichterte. 
Die Inkubation der beglimmten Grids mit der Peroxisomen-Mikrotubuli-Lösung erfolgte 
für 2 Minuten. Nach dem Abnehmen der Lösung mit Filterpapier wurde für 3 Minuten mit 
Kontrastmittel inkubiert. Als Kontrastmittel wurden 2 % Ammoniummolybdat, 2 % Phosphor-
wolframsäure und 1 % Uranylacetat ausgetestet, wobei mit der Phosphorwolframsäure der 
beste Kontrast erzielt wurde. Dem 3-maligen Spülen mit Kontrastmittel folgte das Absaugen 
der Flüssigkeit mit Filterpapier. Das verbleibende Kontrastmittel wurde eingetrocknet. Die so 
behandelten Grids wurden mit dem Elektronenmikroskop untersucht (siehe Abschnitt 2.1.6.).
2.3. Indirekte Immunfl uoreszenz und differentieller Interferenzkontrast (DIK) 
am konfokalen Laserscanningmikroskop
Das konfokale Laserscanningmikroskop wurde eingesetzt, um den Nachweis zu erbringen, daß 
es sich bei den Mikrotubuli-bindenden Organellen in der Tat um Peroxisomen handelt. Dabei 
diente die Immunfl uoreszenz zur Visualisierung der mit einem Uratoxidase-Antikörper mar-
kierten Peroxisomen und differentieller Interferenzkontrast zur Darstellung der Mikrotubuli.
2.3.1. Herstellung von Immunfl uoreszenzpräparaten
Für die indirekte Immunfl uoreszenz (IF) wurde der Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay 
auf SuperFrost Plus-Glasobjektträgern durchgeführt. Zum Benetzen der Oberfl äche der Objekt-
träger wurden diese für 15 Minuten in 2 mg/ml DEAE-Dextran inkubiert und anschließend 3 × 
mit destilliertem Wasser abgespült und getrocknet. Das gleiche Protokoll wie für den Mikroti-
terplattenassay (siehe Abbildung 3) wurde benutzt, bis auf die Reduktion der eingesetzten Volu-
mina auf 25 µl für jede Lösung. Die Fixierung der an den Objektträger gebundenen Mikrotubuli 
und Peroxisomen erfolgte mit 4 % frisch angesetztem Paraformaldehyd in TBS (20 mM Tris, 
0,9 % NaCl, pH 7,4) für 20 Minuten. Nach 3 × Waschen mit TBSA (20 mM Tris, 0,9 % NaCl, 
0,1 % BSA, 0,01 % Tween 20, pH 7,4) wurden die Objektträger zur Permeabilisierung der 
Peroxisomen für 10 Minuten mit 0,2 % Triton X-100 in TBSA behandelt und erneut 3 × mit 
TBSA gewaschen. Anschließend folgte die Inkubation mit 1 % Glycin in TBSA zur Absätti-
gung freier Aldehydgruppen und 3 × Waschen mit TBSA. Nach Überführen der Objektträger 
in eine feuchte Kammer wurde 1 Stunde mit dem 1:200 verdünnten Primärantikörper Kanin-
chen-anti-Ratte Uratoxidase (UOx) (charakterisiert von VÖLKL et al. 1988) inkubiert. Nach 
3 × Waschen mit TBSA folgte eine 40-minütige Inkubation mit dem 1:400 verdünnten RITC-
gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen IgG-Antikörper (GaR-IgG-RITC). Schließlich wurden nach 
erneutem 3-maligem Waschen mit TBSA ein Tropfen des Einbettmediums Mowiol 4.88 mit 
Bleichschutz (11 % Mowiol, 39 % Glycerin, 0,8 % n-Propylgallat, in PBS: 137 mM NaCl, 
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1,68 mM KCl, 1,66 mM NaH2PO4, 9,58 mM Na2HPO4, pH 7,4) auf die Objektträger gegeben 
und ein zuvor mit destilliertem Wasser gespültes Deckgläschen luftblasenfrei aufgelegt. Der 
Bindungsassay erfolgte bei 25°C, die Inkubationen mit Primär- und Sekundärantikörper wur-
den bei 37°C und die übrigen Schritte bei Raumtemperatur durchgeführt.
2.3.2. Konfokale Laserscanningmikroskopie
Die Proben wurden mit einem konfokalen Laserscanningmikroskop untersucht, wobei differen-
tieller Interferenzkontrast (DIK) für die Darstellung der Mikrotubuli und indirekte Immunfl uo-
reszenz (IF) zur Visualisierung der RITC-markierten Peroxisomen eingesetzt wurde. Die Anre-
gung erfolgte mit einem 544 nm Laser. DIK und IF wurden simultan in zwei verschiedenen 
Kanälen detektiert. Die Detektion der Fluoreszenz der RITC-markierten Peroxisomen erfolgte 
zwischen 553 und 642 nm, während für die Detektion des DIK der Transmissionsdetektor ein-
gesetzt wurde. Zur Erhöhung des Kontrastes wurde für die Darstellung der IF und des DIK ein 
Falschfarben-Overlay gewählt.
3. Biochemische Methoden
3.1. Isolierung von Peroxisomen und Cytosol aus Rattenleber
3.1.1. Peroxisomenisolierung
Isolierte Peroxisomen wurden für den Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay und für die 
morphologische Darstellung der in vitro Bindung an Mikrotubuli benötigt. Die Peroxisomen-
isolierung erfolgte gemäß zweier Protokolle von VÖLKL und FAHIMI (1985) und VÖLKL et al. 
(1996) mit einigen Modifi kationen. Lebern weiblicher Sprague-Dawley Ratten, die etwa 220 g 
wogen und die über Nacht gefastet wurden, wurden unter Chloralhydrat-Anaesthesie entnom-
men und sofort mit kalter physiologischer Kochsalzlösung gespült. Das entnommene Leberge-
webe wurde mit Zellstoff trockengetupft, gewogen, in kleine Stücke geschnitten und dann mit 
einem Potter S Homogenisator (1 Stroke, 2 Minuten, 1000 rpm) mit 5 ml/g Leber eiskaltem 
Homogenisationspuffer (250 mM Saccharose, 5 mM MOPS, 0,1 % Ethanol, 1 mM EDTA, 
0,2 mM PMSF, 1 mM 6-Aminocapronsäure, 5 mM Benzamidin, 10 µg/ml Leupeptin, 0,2 mM 
DTT, pH 7,4) homogenisiert. 
Die Subfraktionierung des Homogenats durch differentielles Pelletieren erfolgte mittels 
mehrerer Zentrifugationsschritte. Zunächst wurde das Ausgangshomogenat für 10 Minuten bei 
4°C in einer Beckman TJ-6 Zentrifuge bei 50 g zentrifugiert, um Bindegewebe, Zelltrümmer 
und ganze Zellen abzutrennen. Zur Erhöhung der Ausbeute wurde das Pellet mit Homoge-
nisationspuffer resuspendiert, erneut mit dem Potter S Homogenisator (1 Stroke, 1 Minute, 
1000 rpm) homogenisiert und für 10 Minuten bei 4°C in der Beckman TJ-6 Zentrifuge bei 
50 g zentrifugiert. Die vereinigten Überstände der 1. und 2. Zentrifugation wurden dann für 
10 Minuten bei 4°C in einer Beckman J2-HS Zentrifuge mit dem JA-12 Rotor bei 2860 g zen-
trifugiert. Diese Zentrifugation wurde mit dem mit 5-facher Menge Homogenisationspuffer 
resuspendiertem Pellet wiederholt. Die vereinigten Überstände der beiden Zentrifugationen mit 
dem JA-12 Rotor wurden auf zwei Nycodenz-Kissen aufgetragen, von denen das untere Kis-
sen 65 % Nycodenz (ρ=1,346 g/ml) und das obere Kissen 32,5 % Nycodenz (ρ=1,172 g/ml) 
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– jeweils gelöst in Homogenisationspuffer ohne Saccharose – enthielt. Der Brechungsindex 
der Nycodenzlösungen, aus dem sich die Dichte der Lösung berechnen läßt, wurde mit einem 
Refraktometer überprüft und gegebenenfalls mit Homogenisationspuffer auf den gewünschten 
Wert korrigiert. Die Peroxisomenfraktion, die sich nach der anschließenden Zentrifugation 
bei 37500 g in einer Beckman L5-65B Ultrazentrifuge als Bande an der Phasengrenze zwi-
schen den beiden Nycodenzkissen ablagerte, wurde mit einer Pipette entnommen und für wei-
tere Behandlungen (siehe Abschnitt 3.2.) verwendet. Der verbleibende Überstand über dem 
weniger dichten Nycodenzkissen wurde zur Gewinnung des Cytosols weiter verwendet (siehe 
Abschnitt 3.1.2.). Die so erhaltenen hoch gereinigten Peroxisomen in Nycodenzlösung wurden 
mit Homogenisationspuffer auf eine Endkonzentration von 0,2 mg Protein/ml verdünnt, pelle-
tiert (37500 g, 4°C, 30 Minuten, Beckman L5-65B Ultrazentrifuge, SW 40 Rotor) und vorsich-
tig unter Reiben mit einem Glasstab nach und nach tropfenweise mit Homogenisationspuffer 
resuspendiert. Schließlich wurden peroxisomale Aggregate durch Zentrifugation für 10 Sekun-
den bei 2000 g in einer Mikrozentrifuge entfernt. Der resultierende Überstand mit den verein-
zelten Peroxisomen wurde routinemäßig bei -80°C gelagert, bis die Peroxisomen weiter ver-
wendet wurden. Bindungsstudien mit diesen tiefgefrorenen und wieder aufgetauten Peroxiso-
men zeigten vergleichbare Ergebnisse wie Bindungsassays mit frisch isolierten Peroxisomen.
3.1.2. Cytosol-Isolierung
Zur Isolierung von Cytosol wurde der Überstand über den beiden Nycodenzkissen nach der 
Peroxisomenisolierung (siehe oben) bei 125000 g in einer Beckman L5-65B Ultrazentrifuge 
(45 Ti Rotor, 4°C, 30 Minuten) zentrifugiert. Der Überstand dieser Zentrifugation stellte die 
Cytosolfraktion dar.
3.2. Vorbehandlung von Peroxisomen
Um Hinweise auf die Spezifi tät der Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli zu erhalten, wur-
den frisch isolierte Peroxisomen (Endkonzentration 0,2 mg Protein/ml) folgendermaßen vorbe-
handelt:
a) Inkubation mit TPCK-behandeltem Trypsin (0,1 mg Protein/ml) für 45 Minuten bei 37°C; 
Stopreaktion mit PMSF (4 mM) und Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (0,18 mg Protein/ml);
b) Inkubation mit Proteinase K (1 mg Protein/ml) für 45 Minuten bei 37°C; Stopreaktion mit 
PMSF (4 mM);
c) Inkubation mit NEM (4 mM) für 15 Minuten auf Eis; Stopreaktion mit DTT (8 mM);
d) Inkubation mit verschiedenen KCl-Konzentrationen (0,01 M, 0,033 M, 0,1 M, 0,33 M) für 
30 Minuten auf Eis.
Nach der Vorbehandlung wurden die Peroxisomen zur Entfernung der zugegebenen Chemika-
lien pelletiert (37500 g, 4°C, 30 Minuten, Beckman L5-65B Ultrazentrifuge, SW 40 Rotor), 
mit einem Glasstab verrieben, resuspendiert, die Peroxisomenaggregate entfernt und bei -80°C 
gelagert (siehe Abschnitt 3.1.1.). 
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3.3. Vorbehandlung von Cytosol
Um den Einfl uß cytosolischer Komponenten auf die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli 
zu testen, wurde Rattenlebercytosol (17,6 mg Protein/ml, Gewinnung siehe Abschnitt 3.1.2.) in 
folgender Weise vorbehandelt: Zugabe von
a) TPCK-behandeltem Trypsin (0,1 mg Protein/ml) für 45 min bei 37°C; Stopreaktion mit 
PMSF (4 mM) und Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (0,18 mg Protein/ml);
b) Proteinase K (1 mg Protein/ml) für 45 min bei 37°C; Stopreaktion mit PMSF (4 mM)
c) NEM (4 mM) für 15 min auf Eis; Stopreaktion mit DTT (8 mM).
Nachfolgend wurde das unterschiedlich vorbehandelte Cytosol (13,2 mg Protein/ml) und das 
unbehandelte Cytosol auf eine Endkonzentration von 5 mg Protein/ml verdünnt und in den 
Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay eingesetzt.
3.4. Vorbehandlung von Proteinproben
3.4.1. Dialyse 
Um Probenpuffer auszutauschen, wurden die Proteinproben auf eine Entsalzungssäule aufge-
tragen (siehe Abschnitt 3.11.4.) oder dialysiert. Nach dem Einweichen und Waschen der Dia-
lyseschläuche (Durchmesser 16 mm) mit destilliertem Wasser wurden 1 bis 2 ml Probe einge-
füllt und mit 1 bis 2 l des gewünschten Puffers dialysiert. Nach jeweils 1 bis 2 Stunden wurde 
der Puffer erneuert. Insgesamt wurde der Puffer dreimal gewechselt. Die Dialysen wurden bei 
Raumtemperatur durchgeführt.
3.4.2. Aufkonzentrieren
Durch die Dialyse und die im Abschnitt 3.11. dargestellten Säulenchromatographien von Pro-
teinproben wurde deren Proteingehalt z.T. sehr deutlich abgesenkt. Damit von diesen Proben 
größere Proteinmengen auf SDS-PAGE-Gele aufgetragen werden konnten, bzw. größere Pro-
teinmengen in den Bindungsassay (siehe Abschnitt 3.7.) eingesetzt werden konnten, wurden 
die Proteinproben aufkonzentriert. Die Proben wurden mit fl üssigem Stickstoff tiefgefroren 
und dann bis zum völligen Flüssigkeitsverlust im Vakuum-Konzentrierer eingeengt. Für weitere 
Untersuchungen wurden die Proben mit den entsprechenden Puffern resuspendiert. Gemäß der 
gewünschten Verwendung mußten die Proteinproben vor dem Einengen dialysiert oder entsalzt 
werden. So wurden Proben für die SDS-PAGE mit einem Puffer geringer Ionenstärke dialy-
siert (siehe Abschnitt 3.4.1.), damit die Elektrophorese mit den aufkonzentrierten Proteinpro-
ben nicht durch eine hohe Salzkonzentration in der Probe beeinträchtigt wurde. Proben für den 
Bindungsassay wurden vor dem Einengen mit Homogenisationspuffer dialysiert, der um genau 
den Faktor verdünnt wurde, um den die Probe aufkonzentriert wurde. So wurde eine gleichblei-
bende Pufferzusammensetzung im Bindungsassay sichergestellt.
Das Einengen der Proteinproben mit 10 K Microsep Konzentratoren mittels Zentrifugation 
erwies sich als ungeeignet, da bei dieser Methode ein großer Teil der Proteine an der Membran 
der Konzentratoren haften blieb.
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3.4.3. Immundepletion
Zum Entfernen von bestimmten Proteinen aus Proteingemischen wurde die Immunpräzipitation 
mit Protein A-Sepharose und den entsprechenden Antikörpern durchgeführt. Dazu wurden 
50 mg Protein A-Sepharose in 10 ml 50 mM Natriumphosphat-Puffer (9,8 mM NaH2PO4, 
40,2 mM Na2HPO4, pH 7,4) suspendiert. Nach dem Absinken der Protein A-Sepharose wurde 
der Überstand verworfen und erneut 10 ml 50 mM Natriumphosphat-Puffer zugefügt. Dieser 
Schritt wurde zweimal wiederholt. Das letzte Protein A-Sepharose-Sediment wurde in 1 ml 
50 mM Natriumphosphat-Puffer aufgenommen, was einer Konzentration von 50 mg Protein 
A-Sepharose/ml entspricht. Für die Immundepletion wurden 70 µl je Ansatz dieser Protein 
A-Sepharose-Präparation zentrifugiert (5 Minuten bei 4°C und 10000 g in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge), das Pellet mit 66 µl Proteinlösung (z.B. KCl-Eluat, fraktioniertes KCl-Eluat) 
resuspendiert, 4 µl Antiserum (MTCLIP-1, siehe auch Tabelle 1) oder Präimmunserum zugege-
ben und dann für 1,5 Stunden bei 4°C unter langsamen Rotieren der Proben inkubiert. Nach 
5 Minuten Zentrifugation bei 4°C und 10000 g mit einer Eppendorf-Tischzentrifuge wurde der 
Überstand abgenommen und in den Bindungsassay eingesetzt (siehe Abschnitt 3.8.13.).
3.4.4. Cosedimentation mit Mikrotubuli
Zur Identifi zierung von Proteinen, die an Mikrotubuli binden, wurde ein Mikrotubuli-Sedi-
mentationsassay durchgeführt. Zunächst erfolgte die Polymerisation von Tubulin (siehe 
Abschnitt 3.6.), dann die Verdünnung auf 0,1 mg Protein/ml und das Zentrifugieren (50 µl 
Mikrotubuli-Lösung pro Ansatz) für 30 Minuten bei 50000 g und 20°C mit einer Heraeus 
Biofuge 28 RS Zentrifuge (# 3740 Rotor). Mit dem Überstand wurde nicht polymerisiertes 
Tubulin verworfen. Das Pellet wurde dann vorsichtig mit 240 µl Proteinprobe (KCl-Eluat oder 
fraktioniertes KCl-Eluat) und 60 µl 5-fach P/G/T-Puffer resuspendiert und für 15 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation für 30 Minuten bei 50000 g und 20°C mit 
der Heraeus Biofuge 28 RS Zentrifuge wurde der Überstand verworfen, das Pellet mit 100 µl 
P/G/T-Puffer (35 mM PIPES, 5 mM MgSO4, 1 mM EGTA, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM 
GTP, 20 µM Taxol, pH 7,4) gewaschen und danach mit Elutionspuffer (0,5 M NaCl) resuspen-
diert. Der Inkubation für 15 Minuten bei Raumtemperatur schloß sich ein weiterer Zentrifuga-
tionsschritt an (30 Minuten bei 50000 g und 20°C, siehe oben). Der Analyse des Überstandes 
mit den Mikrotubuli-bindenden Proteinen, die durch Zugabe von 0,5 M NaCl von den Mikro-
tubuli abgelöst wurden, erfolgte mittels silbergefärbter SDS-Gele und Immunoblots.
3.4.5. Phosphorylierung mit radioaktivem ATP
Um zu überprüfen, welche Proteine in einem Proteingemisch in vitro phosphoryliert werden, 
wurde ein Phosphorylierungsassay mit radioaktivem ATP durchgeführt. Dazu wurden 16 µl 
Proteinprobe (z.B. KCl-Eluat, fraktioniertes KCl-Eluat, verdünntes Cytosol oder verdünnte 
Peroxisomenlösung) mit 1 µl [γ-32P]-ATP mit 10 µCi/µl (ATP-Endkonzentration: 0,4 mM) und 
ein Teil der Proben zusätzlich mit 2 µl Proteinkinase (1 U/µl, katalytische Untereinheit der 
cAMP-abhängigen Proteinkinase aus Schweineherz) vermischt und für 30 Minuten bei 37°C 
inkubiert. Dann wurde zu jeder Probe 8 µl Probenpuffer (60 mM Tris, 10 % Glycerin, 2 % SDS, 
0,005 % Bromphenolblau, 5 % β-Mercaptoethanol, pH 6,8) zugefügt, die Proben gekocht, eine 
SDS-PAGE durchgeführt und die Gele nach der Silberfärbung getrocknet. Schließlich wurde 
in einer Kassette ein Röntgenfi lm auf die Gele gelegt, dieser bei -80°C für 8 bis 80 Stunden 
exponiert und in der Dunkelkammer entwickelt.
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3.5. Proteinbestimmung
Die Bestimmung des Proteingehaltes verschiedener Proteinproben erfolgte mit dem Bio-Rad 
Protein-Assay, der auf der Methode von BRADFORD (1976) basiert. Je 100 µl der mit TVBE-
Puffer (1 mM NaHCO3, 1 mM EDTA, 0,1 % Ethanol, 0,1 % Triton X-100, pH 7,2) verdünnten 
Proben wurden mit 1 ml der Bio-Rad Färbelösung (mit destilliertem Wasser 1:5 verdünnt) ver-
mischt, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und die optische Dichte bei 595 nm gegen 
den TVBE-Nullwert gemessen. Als Proteinstandard diente Rinderserumalbumin mit einer Pro-
teinkonzentration von 0,05 mg/ml.
3.6. Polymerisierung von Tubulin
Auspolymerisierte Mikrotubuli wurden für den Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay, den 
Mikrotubuli-Sedimentationsassay und für die morphologische Darstellung der Bindung von 
Peroxisomen an Mikrotubuli benötigt. Die Polymerisierung von Tubulin erfolgte durch Inkuba-
tion von Glycerin-stabilisiertem MAP-freiem Tubulin mit P/G/T-Puffer (35 mM PIPES, 5 mM 
MgSO4, 1 mM EGTA, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM GTP, 20 µM Taxol, pH 7,4) bei 37°C 
für 15 Minuten. Die Konzentration von Tubulin in diesem Ansatz betrug 3,4 mg Protein/ml. 
Zum weiteren Einsatz der Mikrotubuli für die morphologische Darstellung, den Mikrotubuli-
Sedimentationsassay und den biochemischen Bindungsassay wurde die gewünschte Verdün-
nung durch Zugabe von P/G/T-Puffer erhalten.
3.7. Der in vitro Bindungsassay 
Der in vitro Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay diente der Charakterisierung der Bin-
dung von Peroxisomen an Mikrotubuli und der Untersuchung der an der Bindung beteiligten 
Faktoren.
3.7.1. Der standardisierte in vitro Bindungsassay
Der Bindungsassay (Abbildung 3) wurde bei einer gleichbleibenden Temperatur von 25°C in 
96 Well-Mikrotiterplatten von Costar (fl acher Boden, hohe Bindungseigenschaft) durchgeführt. 
Die Wells wurden mit 50 µl der Mikrotubulilösung mit einer Endkonzentration von 0,25 mg 
Protein/ml (für die Polymerisierung von Tubulin siehe Abschnitt 3.6.) 45 Minuten lang inku-
biert. Als Kontrolle diente die Inkubation mit P/G/T-Puffer ohne Mikrotubuli. Zum Blockieren 
der unspezifi schen Bindungsstellen der Mikrotiterplatten wurde 0,3 ml Caseinlösung (25 mg 
Protein/ml in P/G/T-Puffer) in jedes Well gegeben und 45 Minuten lang inkubiert. Da höhere 
Konzentrationen an Casein schwer löslich sind, wurden beim Ansetzen der Caseinlösung 4 g 
Casein mit 100 ml PMEE-Puffer (35 mM PIPES, 5 mM MgSO4, 1 mM EGTA, 0,5 mM EDTA, 
pH 7,4) 1 Stunde lang bei 56°C gerührt und anschließend mit Hilfe eines Büchner-Trichters 
fi ltriert. Nach der Proteinbestimmung, die eine Casein-Konzentration von 2,5 % ergab, wurden 
Aliquots bei -20°C gelagert und dann zum Einsatz im Bindungsassay aufgetaut sowie die ent-
sprechenden Mengen an DTT, Taxol und GTP (gleiche Endkonzentrationen wie beim P/G/T-
Puffer) zugefügt. Dem einmaligen Waschen mit 0,3 ml P/G/T-Puffer folgte die Zugabe von 
40 µl der Peroxisomenpräparationen (mit Homogenisationspuffer auf eine Endkonzentration 
von 0,1 mg Protein/ml verdünnt) für 30 Minuten zum Well. Nach 3 Waschschritten mit 50 µl 
P/G/T-Puffer pro Well wurden die an die Mikrotiterplatte (bzw. an die Mikrotiterplatten-assozi-
ierten Mikrotubuli) gebundenen Proteine und Organellen mit 20 µl SDS-Probenpuffer (60 mM 
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Tris, 10 % Glycerin, 2 % SDS, 0,005 % Bromphenolblau, 5 % β-Mercaptoethanol, pH 6,8) 
durch sechsmaliges auf-und-ab-Pipettieren eluiert und nach 10-minütigem Kochen auf ein 
10 % Polyacrylamidgel aufgetragen. 
Nach der SDS-PAGE wurden die Polypeptide vom Gel elektrophoretisch im „Semi-Dry“-
Verfahren auf eine Membran übertragen (zur Durchführung von SDS-PAGE, Western-Blot-
ting, Immuninkubation und der darauf folgenden Schritte siehe Abschnitte 3.9. und 3.10.). 
Als Primärantikörper der Immuninkubation diente ein Kaninchen-anti-Ratte Uratoxidase-Anti-
körper, der von VÖLKL et al. (1988) charakterisiert wurde. Nach Inkubation mit einem Sekun-
därantikörper (GaR-IgG-HRP) erfolgte die Detektion der Immunkomplexe mit Hilfe des ECL-
Systems und abschließend die Quantifi zierung der Intensität der immunreaktiven Banden (siehe 
Abschnitt 4.1.). Uratoxidase, die sich in den kristallinen Cores von Peroxisomen der Rattenle-
ber befi ndet und durch Waschschritte nicht aus den Peroxisomen entfernt wird (VÖLKL et al. 
1988), diente als Marker für die Identifi kation von an Mikrotubuli gebundenen Peroxisomen. 
Als Kontrolle diente die Bestimmung der Bindung von Peroxisomen in Versuchsansätzen ohne 
Mikrotubuli. Zudem wurde die Bindung an nicht polymerisiertes Tubulin (Verzicht auf Taxol 
45 Minuten Inkubation mit 50 µl Mikrotubulilösung (0,25 mg/ml)
Kontrollen mit P/G/T-Puffer
45 Minuten Inkubation mit 0,3 ml Caseinlösung (2,5 %)
1 x Waschen mit P/G/T-Puffer
30 Minuten Inkubation mit 40 µl Peroxisomenlösung (0,1 mg/ml)
3 x Waschen mit P/G/T-Puffer










SDS-PAGE, Western-Blotting und Immuninkubation
Detektion und Quantifizierung
Abbildung 3: Schematische Zusammenfassung des Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassays unter den 
optimierten Standardbedingungen. Dem Mikrotiterplattenassay folgt die Elution der gebundenen Substanzen, 
SDS-PAGE, Western-Blotting, Immuninkubation, die Detektion des peroxisomalen Markers Uratoxidase mittels 
ECL und die Quantifi zierung der Uratoxidase-Banden.
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und GTP, Inkubation bei Raumtemperatur) ermittelt und überprüft, ob isolierte peroxisomale 
Cores (0,1 mg Protein/ml) an Mikrotubuli binden. 
Von den Werten, die für die Bindung der Peroxisomen in Wells mit Mikrotubuli erhalten 
wurden, wurde die unspezifi sche Bindung (Bindung in Wells ohne Mikrotubuli) subtrahiert. 
Daraus errechnet sich die spezifi sche Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli.
In weiteren Versuchen wurden verschiedene Mengen isolierter Uratoxidase auf SDS-Gele 
aufgetragen (0; 3,3; 10; 33; 100 ng/Tasche). Nach SDS-PAGE, Western-Blotting, Immuninku-
bation mit Antikörpern gegen Uratoxidase, ECL-Reaktion, Exposition von Röntgenfi lmen und 
densitometrischer Quantifi zierung der immunreaktiven Banden wurde überprüft, ob die Inten-
sität der Banden proportional zur Uratoxidase-Konzentration war.
3.7.2. Optimierung der Assaybedingungen
Der in Abschnitt 3.7.1. beschriebene standardisierte in vitro Bindungsassay ist das Resultat 
der Optimierung der Assaybedingungen. Das Ziel der Optimierung der Assayparameter war 
es, eine hohe spezifi sche Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli mit möglichst niedriger 
Streuung von parallelen Ansätzen zu erreichen, sowie unspezifi schen Bindungen (z.B. an die 
Oberfl äche der Mikrotiterplatten) so gering wie möglich zu halten. Jedoch sollte unter Stan-
dardbedingungen die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli nicht nahe der Sättigung sein, 
da sonst der Effekt von zum Assay zugegebenen Substanzen, die die Bindung stimulieren, nicht 
oder nur schwer erfaßt werden kann. Neben der Anzahl der Waschschritte und der Caseinkon-
zentration wurden insbesondere folgende Parameter variiert: die Konzentration der eingesetz-
ten Peroxisomen (0; 0,01; 0,033; 0,1; 0,25 und 0,5 mg Protein/ml), die Tubulinkonzentration 
(0; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 und 0,75 mg Protein/ml), die Dauer der Inkubation (0; 5; 15; 30; 60 und 
90 Minuten), die Temperatur, bei der der Assay durchgeführt wurde (15; 25; 35; 45 und 55°C) 
und der pH-Wert des Assaypuffers (pH 6,4; pH 6,9; pH 7,4 und pH 7,9).
3.8. Modifi kationen des in vitro Bindungsassays
Um den Einfl uß verschiedener Substanzen auf die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikro-
tubuli zu untersuchen, wurde das Standardprotokoll des Bindungsassays modifi ziert.
3.8.1. Zugabe von freien Mikrotubuli und von PMP-26-Antikörpern
Der Bindungsassay wurde dem Standardprotokoll (siehe Abschnitt 3.7.1.) entsprechend aus-
geführt, abgesehen von folgenden Änderungen: die Peroxisomenpräparationen wurden mit 
frisch polymerisierten Mikrotubuli (1 mg Protein/ml) bzw. mit PMP-26-Antikörpern (0,1 mg 
Protein/ml; siehe LÜERS et al. 1990) 10 Minuten lang vorinkubiert.
3.8.2. Zugabe von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPs)
Den Peroxisomenansätzen wurden a) MAP2 (50 µg/ml), b) TAU (50 µg/ml), c) MAP-Fraktion 
(50 µg/ml) und d) ATP-Release-Fraktion (50 µg/ml) zugefügt, unmittelbar bevor sie im Peroxi-
somen-Mikrotubuli Bindungsassay eingesetzt wurden. Bei der ATP-Release-Fraktion handelt 
es sich um cytosolische Proteine, die mit Mikrotubuli cosedimentieren und anschließend durch 
ATP-Zugabe von den Mikrotubuli abgelöst werden. Die ATP-Release-Fraktion, die freundli-
cherweise von Prof. Dr. T.A. Schroer (Johns Hopkins University, Baltimore, USA) zur Verfü-
gung gestellt wurde, ist eine Mischung aus MAPs und Motorproteinen.
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3.8.3. Zugabe von Motorproteinen
Den Peroxisomenansätzen wurden a) Kinesin (50 µg/ml), b) Dynein (50 µg/ml) und c) Dynactin 
(50 µg/ml) zugefügt, unmittelbar bevor sie im Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay einge-
setzt wurden. 
3.8.4. Zugabe von CLIP-115
Den Peroxisomenansätzen wurden verschiedene Konzentrationen von GST-CLIP-115 (0,5; 2; 
5; 10 und 20 µg Protein/ml) zugefügt, unmittelbar bevor sie im Peroxisomen-Mikrotubuli Bin-
dungsassay eingesetzt wurden. GST-CLIP-115 ist ein Fusionsprotein bestehend aus Glutathion-
S-Transferase und dem N-Terminus von CLIP-115 (Aminosäuren 1 – 333, siehe auch HOOGEN-
RAAD et al. 2000), der die beiden Mikrotubuli-Bindungsdomänen beinhaltet. Zur Aufreinigung 
von GST-CLIP-115 aus bakteriellem Zellysat, das freundlicherweise von Dr. N. Galjart (Uni-
versität Rotterdam, Niederlande) zur Verfügung gestellt wurde, siehe Abschnitt 3.11.5.. Als 
Kontrollen dienten Peroxisomenansätze, denen GST (5 µg Protein/ml) und bakterielles Zellysat 
(5 µg Protein/ml) zugefügt wurden.
3.8.5. Zugabe von ATP, ADP und ATP-Analoga sowie ATP-Depletion
Den Peroxisomenansätzen wurden a) ATP (2 mM), b) ATP (2 mM) + Kreatinphosphat 
(13,3 mM) + Kreatinkinase (13,3 U/ml), c) ADP (2 mM), d) ATP-γ-S (2 mM), e) AMP-PNP 
(2 mM) und f) das ATP-depletierende System Glucose (10 mM) + Hexokinase (15 U/ml) zuge-
fügt, unmittelbar bevor sie im Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay eingesetzt wurden.
3.8.6. Zugabe einer Kinase, eines Kinaseinhibitors und eines Phosphataseinhibitors in 
Verbindung mit ATP bzw. ohne ATP
Den Peroxisomenansätzen wurden a) ATP (2 mM), b) ATP (2 mM) + Proteinkinase (katalyti-
sche Untereinheit der cAMP-abhängigen Proteinkinase aus Schweineherz; 125 U/ml), c) ATP 
(2 mM) + Proteinkinase (125 U/ml) + Staurosporin (100 nM), d) ATP (2 mM) + Staurosporin 
(100 nM), e) Proteinkinase (125 U/ml) + Staurosporin (100 nM), f) Staurosporin (100 nM), 
g) Proteinkinase (125 U/ml), h) Okadarsäure (1 µM) und i) Okadarsäure (1µM) + ATP (2 mM) 
zugefügt, unmittelbar bevor sie im Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay eingesetzt wur-
den.
3.8.7. Einsatz vorbehandelter Peroxisomen
Im Bindungsassay wurden neben unbehandelten Kontrollperoxisomen auch Peroxisomen ein-
gesetzt, die mit Trypsin, mit Proteinase K, mit NEM oder mit verschiedenen KCl-Konzentratio-
nen behandelt wurden. Die Endkonzentration aller Peroxisomenpräparationen im Assay betrug 
jeweils 0,1 mg Protein/ml. Die Vorbehandlung der Peroxisomen ist im Abschnitt 3.2. beschrie-
ben.
3.8.8. Zugabe von Cytosol und vorbehandeltem Cytosol
Den Peroxisomenansätzen wurden unbehandeltes Cytosol, mit Trypsin behandeltes Cytosol, 
mit Proteinase K behandeltes Cytosol und mit NEM behandeltes Cytosol zugefügt, unmittelbar 
bevor sie im Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay eingesetzt wurden. Die Endkonzentra-
tion der Cytosolansätze im Assay betrug jeweils 5 mg Protein/ml mit Ausnahme der Cytosol-
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Konzentrationsreihe, bei der zusätzlich Konzentrationen von 1, 2,5 und 10 mg Protein/ml aus-
getestet wurden. Die Vorbehandlung des Cytosols ist in Abschnitt 3.3. beschrieben.
3.8.9. Vorinkubation mit Cytosol
Abweichend vom Standard-Bindungsassay wurde für diesen Versuch ein zusätzlicher Inkuba-
tionsschritt eingeschoben. Nach dem Waschschritt, der auf das Blocken mit Casein folgt, wur-
den die Wells für 40 Minuten mit 40 µl Cytosol (5 mg Protein/ml) inkubiert. Dann wurde 
einmal mit 50 µl pro Well P/G/T-Puffer gewaschen, um nicht an die Mikrotubuli gebundene 
cytosolische Komponenten zu entfernen. Im Anschluß daran erfolgte die Inkubation mit den 
Peroxisomen-Präparationen.
3.8.10. Zugabe von KCl-Eluat
Zu den Peroxisomenansätzen wurde unmittelbar vor deren Einsatz im Bindungsassay dialysier-
tes KCl-Eluat (jeweils 30 µl pro Well) zugegeben. Als Kontrolle diente das Eluat von Peroxiso-
men, die statt mit 0,1 M KCl mit Homogenisationspuffer inkubiert wurden.
3.8.11. Zugabe von fraktioniertem KCl-Eluat
Der Einfl uß von fraktioniertem KCl-Eluat (für die Fraktionierung siehe Abschnitt 3.11.2.) auf 
die Peroxisomen-Mikrotubuli Bindung wurde durch Zugabe der Superdex-200 Fraktionen des 
KCl-Eluates (jeweils 30 µl pro Well) zu den Peroxisomenansätzen unmittelbar vor deren Ein-
satz im Bindungsassay getestet.
3.8.12. Zugabe von Antikörpern
Der stimulierende Einfl uß von fraktioniertem KCl-Eluat auf die in vitro Bindung von Peroxiso-
men an Mikrotubuli wurde weiter untersucht. Dazu erfolgte die 30-minütige Vorinkubation der 
Superdex-200 Fraktion 38 des KCl-Eluates mit CLIP-spezifi schen Antikörpern, bevor dieses 
Gemisch zum Peroxisomenansatz, unmittelbar vor dessen Einsatz im Bindungsassay, gegeben 
wurde. Folgende CLIP-Antikörper wurden eingesetzt:
a) 0,5 µl pro Well NCLIP-115, ein Antikörper gegen den N-Terminus von CLIP-115 (DE 
ZEEUW et al. 1997).
b) 2 µl pro Well MTCLIP-1, ein Mausantiserum gegen das synthetische Peptid GVELDEPLG-
KNDG, ein hochkonservierter Abschnitt der Mikrotubuli-Bindungsdomäne von CLIPs.
Als Kontrolle für das MTCLIP-1 Mausantiserum wurden 2 µl pro Well des entsprechenden 
Präimmunserums eingesetzt. 
3.8.13. Zugabe von immundepletiertem KCl-Eluat und fraktioniertem KCl-Eluat
Weiterhin wurden das dialysierte KCl-Eluat und eine Superdex-200 Fraktion des KCl-Eluates 
mittels Protein A-Sepharose Immunpräzipitation depletiert (siehe Abschnitt 3.4.3.). Hierfür 
wurde das MTCLIP-1-Immunserum (siehe Abschnitt 3.8.12.) verwendet und das entsprechende 
Präimmunserum diente als Depletionskontrolle. 20 µl pro Well des so depletierten KCl-Eluates 
und 30 µl pro Well der so depletierten Fraktion 38 des KCl-Eluates wurden den Peroxisomen-
Präparationen zugefügt, unmittelbar bevor sie in den Bindungsassay eingesetzt wurden.
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3.9. Gelelektrophorese
Zur Untersuchung von verschiedenen Proteinproben, u.a. aus der Zellfraktionierung, vom bio-
chemischen Bindungsassay und von der chromatographischen Auftrennung von Proteinen, 
wurde die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach LAEMMLI 
(1970) durchgeführt. Nach der Bestimmung des Proteingehaltes der Proben wurden diese 
mit Probenpuffer (60 mM Tris, 10 % Glycerin, 2 % SDS, 0,005 % Bromphenolblau, 5 % 
β-Mercaptoethanol, pH 6,8) im Verhältnis 1:1 (bzw. 1:2 bei Proben mit geringem Proteingehalt) 
gemischt und für 10 Minuten bei 95°C denaturiert. Minigele (85 × 55 × 1 mm) und verlängerte 
Minigele (85 × 75 × 1 mm) wurden selbst gegossen (für die Zusammensetzung von Sammel- 
und Trenngelen siehe Tabelle 2).
Tabelle 2: Zusammensetzung von Polyacrylamidgelen.
Zusätzlich zum Auftragen von 2 – 25 µl der mit Probenpuffer gekochten Proteinproben, 
wurde zur späteren Bestimmung des Molekulargewichtes der Polypeptidbanden bei jedem Gel 
mindes tens ein Molekulargewichtsstandard (siehe Tabelle 3) aufgetragen. Nach dem Auftra-
gen wurden die Proteine unter Verwendung von Tris-Glycin-SDS-Puffer (0,05 M Tris, 0,38 M 
Glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3) elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei wurde eine Stromstärke von 
15 mA für das Sammeln der Polypeptide im Sammelgel und von 25 mA für deren Trennung im 
Trenngel appliziert. 
Tabelle 3: Zusammensetzung des „high range“ und des „low range“ Molekulargewichtsstandards 
von Bio-Rad.
Molekulargewicht Protein „high range“ „low range“
200 kDa Myosin × 
116,3 kDa β-Galaktosidase × 
97,4 kDa Phosphorylase B × ×
66,2 kDa Rinderserumalbumin × ×
45 kDa Ovalbumin × ×
31 kDa Karboanhydrase  ×
21,5 kDa Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor  ×
14,4 kDa Lysozym  ×
  Trenngele  Sammelgel
% Polyacrylamid 7,5 % 10 % 12,5 % 5 %
Destilliertes Wasser 2,575 ml 2,1 ml 1,65 ml 1,95 ml
30 % Acrylamid /
0,8 % Bisacrylamid 1,375 ml 1,85 ml 2,3 ml 0,555 ml
2 M Tris, pH 8,8 1,45 ml 1,45 ml 1,45 ml -
0,5 M Tris, pH 6,8 - - - 0,75 ml
10 % APS 40 µl 40 µl 40 µl 30 µl
10 % SDS 60 µl 60 µl 60 µl 30 µl
TEMED 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl
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3.10. Western-Blotting, Dot-Blots, Immuninkubation und Detektion der 
Immunkomplexe
Zum spezifi schen Nachweis von bestimmten Proteinen (z.B. Uratoxidase), erfolgte nach der 
Gelelektrophorese der zu untersuchenden Proteinproben zunächst das Blotten des Gels zum 
Transfer der Proteine auf eine Membran. Den Immuninkubationen der Membran mit den jewei-
ligen Antikörpern schloß sich die Detektion der Immunkomplexe mittels Chemilumineszenz 
an.
3.10.1. Western-Blotting und Immuninkubation
Nach der SDS-PAGE wurden die Polypeptide vom Gel elektrophoretisch im „Semi-dry”-Ver-
fahren auf eine Immobilon-P Membran übertragen. Das 30-minütige Blotten wurde bei einer 
Stromstärke von 150 mA unter Verwendung des kurz zuvor entgasten Blotpuffers (20 mM Tris, 
150 mM Glycin, 20 % Methanol, pH 8,3) durchgeführt. Danach wurde die Membran mit PBS-
Tween Puffer (137 mM NaCl, 1,68 mM KCl, 1,66 mM NaH2PO4, 9,58 mM Na2HPO4, 0,05 % 
Tween 20, pH 7,4) gewaschen (2 × 5 Minuten, 3 × 10 Minuten) und anschließend die unspezi-
fi schen Bindungstellen der Membran mit 0,2 % BSA-c für 1 Stunde abgesättigt. Nach Waschen 
mit PBS-Tween Puffer (3 × 5 Minuten) folgte die Inkubation mit dem Primärantikörper 
für 2,5 Stunden bzw. über Nacht und erneutes Waschen mit PBS-Tween Puffer (2 × 5 Minu-
ten, 3 × 10 Minuten). Danach schloß sich die Inkubation mit dem Meerettichperoxidase-
gekoppelten Sekundärantikörper für 1 Stunde und, nach dem Waschen mit PBS-Tween Puffer 
(2 × 5 Minuten, 3 × 10 Minuten), die Detektion der Banden mittels Chemilumineszenz (siehe 
Abschnitt 3.10.4.) an. Folgende Antikörper wurden eingesetzt (siehe auch Tabelle 1, Seite 27):









Zur Überprüfung der Antigenizität von Antiseren aus verschiedenen Blutungen von Mäusen 
und Kaninchen, die mit an KLH-gekoppelten Peptiden immunisiert wurden (MTCLIP-1, 
MTCLIP-2 und MTCLIP-3, siehe auch Tabelle 4), wurden Dot-Blots durchgeführt. Dazu wur-
den auf nicht gewässerte Nitrozellulosemembranen jeweils 10 µl verschiedener Verdünnungen 
des freien Peptids und des an KLH-gekoppelten Peptids direkt aufgetropft. Die Lösungen wur-
den komplett eingetrocknet und die folgenden Immuninkubationen wurden nach dem gleichen 
Protokoll, wie es auch für Western-Blots angewendet wurde (siehe oben), durchgeführt. Als 
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3.10.3. Tubulin-Overlay-Blots
Um festzustellen, welche Proteine mit Tubulin interagieren, wurden Tubulin-Overlay-Blots 
durchgeführt. Verschiedene Proteinproben (peroxisomale Präparationen, KCl-Eluat, fraktionier-
tes KCl-Eluat) wurden auf SDS-Gele aufgetragen. Nach der SDS-PAGE, Western-Blotting und 
dem Absättigen der Blotmembranen mit BSA-c, wurden diese für 2 Stunden mit 0,66 mg/ml 
Tubulin inkubiert. Anschließend folgte – analog zur Immuninkubation nach Western-Blotting 
(siehe Abschnitt 3.10.1.) – die Inkubation mit einem Maus-anti-β-Tubulin-Antikörper für 
1,5 Stunden, danach die Inkubation mit dem Meerettichperoxidase-gekoppelten anti-Maus-
IgG-Antikörper (RaM-IgG-HRP) für 1 Stunde und nach der ECL-Reaktion die Detektion der 
immunreaktiven Banden.
3.10.4. Detektion der Immunkomplexe mittels Chemilumineszenz
Die Immunkomplexe wurden mit Hilfe des ECL-Systems detektiert. Dazu wurden je 2 ml 
der beiden ECL-Reagenzien gemischt und die Blotmembran darin für 1 Minute inkubiert. In 
der Dunkelkammer wurde der feuchte Blot in eine Folie gelegt, in einer Kassette ein Röntgen-
fi lm aufgelegt und – entsprechend der Intensität der Chemilumineszenz – für 10 Sekunden bis 
30 Minuten exponiert. Die exponierten Filme wurden 2 Minuten gewässert, für 4 Minuten in 
den Entwickler (D-19 Entwickler, 1:2 mit Wasser verdünnt) gegeben, kurz gewässert, 10 Minu-
ten in der Fixierlösung (Allfi x, 1:8 mit Wasser verdünnt) inkubiert und nach 10-minütigem 
Wässern getrocknet.
3.10.5. „Strippen“ von Blotmembranen
Blotmembranen, die bereits für eine Immuninkubation mit anschließender Detektion der 
Immunkomplexe mittels der ECL-Technik benutzt wurden, konnten für weitere Immuninkuba-
tion mit anderen Primärantikörpern benutzt werden. Dazu wurden die Antikörperkomplexe mit 
Stripping-Puffer (100 mM β-Mercaptoethanol, 2 % SDS, in 62,5 mM Tris, pH 6,7) von den 
Blotmembranen entfernt. Die Membranen wurden 3 × 20 Minuten bei 52°C unter Schwenken 
im Hybridisierungsofen mit Stripping-Puffer und dann 3 × 15 Minuten mit PBS/Tween Puffer 
(137 mM NaCl, 1,68 mM KCl, 1,66 mM NaH2PO4, 9,58 mM Na2HPO4, 0,05 % Tween 20, 
pH 7,4), ebenfalls bei 52°C, inkubiert. Anschließend wurde eine neue Immuninkubation mit den 
gewünschten Primärantikörpern durchgeführt, gefolgt von den in Abschnitt 3.10.1. beschrie-
benen Inkubationsschritten und der Detektion mit Hilfe des ECL-Systems. Dieses sogenannte 
„Strippen“ der Blotmembranen konnte mehrfach (bis zu 8 mal) wiederholt werden. Nach 
Abschluß der Detektion wurden die Blotmembranen bei -20°C gelagert und konnten zum 
gewünschten Zeitpunkt wieder aufgetaut, gestrippt und für weitere Immuninkubationen ver-
wendet werden.
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3.11. Chromatographische Methoden
Verschiedene chromatographische Methoden wurden durchgeführt, um die Proteine des Elu-
ates KCl-behandelter Peroxisomen zu identifi zieren, die die in vitro Bindung von Peroxisomen 
an Mikrotubuli steigern. Weitere Chromatographien dienten der Entsalzung von Proteinproben 
und der Aufreinigung eines Fusionsproteines aus bakteriellem Zellysat. 
3.11.1. Chromatographiesysteme
Die hier beschriebenen Chromatographien wurden entweder mit der BioLogic LP Niederdruck-
anlage von Bio-Rad oder dem FPLC-System von Pharmacia durchgeführt. Die Bio-Rad Anlage 
umfaßt, neben der Kontrolleinheit mit Pumpe, eine optische Meßzelle, eine Leitfähigkeitsmeß-
zelle, das SV-5 Ventil zum automatischen Probenauftrag und zur Kontrolle von bis zu 5 Puf-
fern, einen Gradientenmischer und den Fraktionssammler Modell 2128. Die Überwachung und 
Auswertung der Chromatographien erfolgte am Computer mittels der LP Data View Software. 
Das System von Pharmacia beinhaltet die Steuerungseinheit LCC-500, zwei P-500 Pumpen, 
die peristaltische Pumpe P-1, zwei MV 8 Ventile, ein MV 7 Ventil, den Monitor UV-1 (opti-
sche Meßzelle für die Wellenlängen 254 nm, 280 nm und 405 nm) und den Fraktionssammler 
FRAC-100. Das vom UV-1 Monitor bei 254 nm detektierte Proteinsignal wird vom Zweikanal-
schreiber REC 112 aufgezeichnet.
Beide Systeme wurden unter vergleichbaren Bedingungen (z.B. gleiche Flußrate, gleiche 
Puffer und der Einsatz der gleichen Säulen) betrieben und lieferten vergleichbare Ergebnisse. 
Falls nicht anders vermerkt, wurden die Chromatographien bei 6°C durchgeführt.
3.11.2. Gelfi ltration
Das KCl-Eluat, das dem Überstand nach der Zentrifugation der mit 0,1 M KCl behandelten 
Peroxisomen entspricht (siehe Abschnitt 3.2.), enthält Proteine, die für die in vitro Bindung 
der Peroxisomen an Mikrotubuli eine Rolle spielen. Um diese Proteine zu identifi zieren, wurde 
zunächst das KCl-Eluat mit einer Superdex-200 Säule aufgetrennt. Dazu wurden 5 ml KCl-
Eluat auf die Säule aufgetragen und 50 mM Natriumphosphat-Puffer (9,8 mM NaH2PO4, 
40,2 mM Na2HPO4, pH 7,4) als Laufpuffer bei einer Flußrate von 1 ml/min verwendet. Frak-
tionen von 1 ml wurden gesammelt und bei -20°C gelagert. Diese Fraktionen wurden in den 
Bindungsassay eingesetzt (siehe Abschnitt 3.8.10.) und mittels Affi nitätschromatographie wei-
ter aufgereinigt. Das Bandenmuster der Fraktionen wurde mit silbergefärbten SDS-Gelen dar-
gestellt.
3.11.3. Affi nitätschromatographie
Für die Affi nitätschromatographie wurden 1 ml HiTrap NHS-aktivierte Säulen von Pharmacia 
verwendet. Alle Schritte wurden mit einer Flußrate von 1 ml/min ausgeführt.
3.11.3.a Herstellung von Affi nitätssäulen
Zunächst wurde das Isopropanol, mit dem die neuen NHS-aktivierten Säulen geliefert wurden, 
mit 6 ml eiskalter 1 mM HCl ausgewaschen. Zur Kopplung von Peptiden oder Antikörpern an 
die Säulen wurde der gewünschte Ligand in Kopplungspuffer (0,2 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, 
pH 8,3) gelöst und dann 1 ml davon auf die Säulen aufgetragen, die Säulen versiegelt und für 
30 Minuten stehen gelassen. In den Fällen, wo das auf die Säulen aufzutragende Volumen 1 ml 
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überstieg, wurden die Ligandenlösungen für 30 bis 60 Minuten bei einer Flußrate von 1 ml/min 
zirkulierend über die Säulen gepumpt. Anschließend wurden zur Deaktivierung von überschüs-
sigen aktiven Gruppen, an denen kein Ligand gebunden wurde, folgende Schritte durchgeführt: 
Auftragen von 6 ml Puffer A (0,5 M Ethanolamin, 0,5 M NaCl, pH 8,3), Auftragen von 6 ml 
Puffer B (0,1 M Natriumacetat, 0,5 M NaCl, pH 4), Auftragen von 6 ml Puffer A, Säule ruhen 
lassen für 30 Minuten, Auftragen von 6 ml Puffer B, Auftragen von 6 ml Puffer A und Auf-
tragen von 6 ml Puffer B. Nach dem Auftragen von 2 ml neutralem Laufpuffer (10 mM Tris, 
pH 7,5) waren die Affi nitätssäulen einsatzbereit. Gelagert wurden die Säulen mit Lagerungs-
puffer (Laufpuffer + 0,05 % NaN3) bei 4°C. Alle Schritte der Herstellung von Affi nitätssäulen 
wurden bei Raumtemperatur durchgeführt.
3.11.3.b Bestimmung der Kopplungseffi zienz
Die Effi zienz der Kopplung von Peptiden bzw. Antikörpern an die Säulen wurde errechnet. 
Dazu wurde zunächst eine Proteinbestimmung (siehe Abschnitt 3.5.) von den aufgetragenen 
Peptid-/Antikörperlösungen und den Wascheluaten nach Inkubation der Säule mit den Peptid-/
Antikörperlösungen durchgeführt. Aus den so ermittelten Proteinmengen für die aufgetragene 
Menge an Peptiden/Antikörpern und dem Verlust von Peptiden/Antikörpern durch das anschlie-
ßende Waschen lassen sich mit folgender Gleichung die Kopplungseffi zienzen berechnen:
Kopplungseffi zienz [%] = (aufgetragene Proteinmenge - Proteinverlust im Wascheluat) × 100
            
aufgetragene Proteinmenge
Die Kopplungseffi zienz lag bei allen hergestellten Peptid- und Antikörpersäulen (siehe unten) 
über 90 %.
3.11.3.c Durchführung der Affi nitätschromatographie
Für die Affi nitätschromatographie wurden folgende Puffer benötigt:
• Puffer A: 10 mM Tris, pH 7,5
• Puffer B: 10 mM Tris, pH 8,8
• Puffer C: 100 mM Glycin, pH 2,5
• Puffer D: 100 mM Triethylamin, pH 11,5
• Puffer E: 10 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,5
Zur Äquilibrierung der mit Peptiden bzw. mit Antikörpern gekoppelten Säulen (siehe oben), 
wurden nacheinander folgende Puffer über die Säule gepumpt: 10 ml Puffer A, 10 ml Puffer C, 
10 ml Puffer B, 10 ml Puffer D und 10 ml Puffer A. Danach folgte die Inkubation der Säulen mit 
den Antiseren bzw. dem KCl-Eluat oder dem fraktionierten KCl-Eluat. Dazu wurden die Anti-
seren, die vorher zur Entfernung von Zelltrümmern 10 Minuten bei 4°C und 10000 g mit einer 
Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert wurden, 1:10 mit Puffer A verdünnt und das KCl-
Eluat wurde 1:5 mit Puffer A verdünnt. 10 bis 30 ml der verdünnten Lösungen wurden für 
30 bis 90 Minuten bei einer Flußrate von 1 ml/min zirkulierend über die Säulen gepumpt (die 
Lösungen sollten die Säulen dreimal passieren). Anschließend wurden die Säulen mit 20 ml 
Puffer A und 20 ml Puffer E gewaschen, um Proteine, die sich unspezifi sch an die Säulenmatrix 
bzw. an die daran gekoppelten Peptide oder Antikörper anlagerten, zu entfernen. Die Elution
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der spezifi sch gebundenen Proteine bzw. Antikörper erfolgte zunächst bei saurem pH-Wert mit 
10 ml Puffer C (pH 2,5) und dann, nach Äquilibrieren der Säule mit 10 ml Puffer B, bei alkali-
schem pH-Wert mit 10 ml Puffer D (pH 11,5). Die eluierenden Proteine bzw. Antikörper wur-
den in Fraktionen von 1,8 ml gesammelt und zum Neutralisieren des pH-Wertes mit jeweils 
0,2 ml 1 M Tris, pH 8 gemischt. Die so erhaltenen affi nitätsgereinigten Antikörper- und Pro-
teinfraktionen wurden nach dem Vereinigen der sauren und basischen Elutionen für weitere 
Untersuchungen verwendet (siehe unten). Die Säulen wurden abschließend mit 10 ml Puffer A 
gewaschen und dann erneut benutzt oder mit Puffer A + 0,05 % NaN3 gespült und bei 4°C 
gelagert. Alle Schritte der Affi nitätschromatographie wurden bei 6°C durchgeführt.
3.11.3.d Generieren von Antikörpern für die Affi nitätschromatographie
Bei den Proteinen des KCl-Eluates, die für die in vitro Bindung der Peroxisomen an Mikrotu-
buli eine Rolle spielen, könnte es sich um Mitglieder der CLIP-Proteinfamilie handeln (siehe 
Kapitel V. Abschnitt 3.2.). Daher sollte überprüft werden, ob sich aus dem fraktionierten KCl-
Eluat mit Hilfe von Affi nitätssäulen, an denen Antikörper gegen CLIP-Sequenzen gebunden 
sind, die bindungswirksamen Proteine isolieren lassen. Zunächst wurden geeignete Peptidse-
quenzen mit Hilfe des BlastP-Programmes (siehe Abschnitt 4.4.) ausgewählt. Die Wahl fi el auf 
zwei Peptidsequenzen aus den Mikrotubuli-Bindungsdomänen, die bei den bisher bekannten 
CLIPs (u.a. CLIP-170, CLIP-115, D-CLIP-190) hochkonserviert sind. Die Peptidantikörper 
gegen diese beiden Peptidsequenzen wurden von den Firmen Eurogentec und Pineda generiert. 
Dabei wurden die Peptide an das Trägerprotein KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) gekoppelt 
und zur Immunisierung in die Tiere injiziert (siehe Tabelle 4). Die Überprüfung der Antigenizi-
tät der Antiseren aus verschiedenen Blutungen erfolgte mittels Peptid-Dot-Blots, und die Mar-
kierung von Proteinen des KCl-Eluates und von fraktioniertem KCl-Eluat wurde mit Immuno-
blots nachgewiesen. Die Antiseren aus den Blutungen mit der besten Antigenizität wurden für 
die Herstellung der Affi nitätssäulen verwendet.
Tabelle 4: Antikörper für die Affi nitätschromatographie. Übersicht über die für die Affi nitätschroma-
tographie von KCl-Eluat eingesetzten affi nitätsgereinigten Peptidantikörper unter Angabe der Peptidse-
quenz, gegen die die Antikörper gerichtet sind, der immunisierten Tiere und der beauftragten Firmen.
3.11.3.e Affi nitätschromatographie von Antiseren
Für die Affi nitätsreinigung der 3 Antiseren (siehe Abschnitt 3.11.3.d) wurden 2 verschiedene 
Peptid-Affi nitätssäulen hergestellt (für die Durchführung siehe Abschnitt 3.11.3.a). Eine Säule 
wurde mit dem Peptid mit der Sequenz ETDFAKGEWC gekoppelt und eine zweite Säule 
wurde mit dem Peptid mit der Sequenz GVELDEPLGKNDGC gekoppelt. Diese Peptidsequen-
zen sind identisch mit den Peptiden, die an ein Trägerprotein gekoppelt und zur Immunisierung 
in Mäuse und Kaninchen injiziert wurden (siehe Tabelle 4). Die Affi nitätsreinigung wurde ent-
sprechend dem in Abschnitt 3.11.3.c beschriebenen Protokoll durchgeführt, und die so erhal-
Antikörper Peptidsequenz Tier Hersteller
MTCLIP-1 GVELDEPLGKNDGC Maus Eurogentec, Belgien
MTCLIP-2 ETDFAKGEWC Maus Eurogentec, Belgien
MTCLIP-3 GVELDEPLGKNDGC Kaninchen Pineda, Berlin
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tenen affi nitätsgereinigten Antikörper wurden für die Herstellung weiterer Affi nitätssäulen ver-
wendet (siehe unten).
3.11.3.f Affi nitätschromatographie von KCl-Eluat
Für die Affi nitätsreinigung von KCl-Eluat wurden 3 verschiedene Affi nitätssäulen hergestellt. 
Die Kopplung der 3 in Tabelle 4 aufgeführten affi nitätsgereinigten Antikörper an jeweils eine 
Säule erfolgte gemäß dem in Abschnitt 3.11.3.a beschriebenen Protokoll. Für die Affi nitätsrei-
nigung von KCl-Eluat bzw. von fraktioniertem KCl-Eluat mit diesen Antikörpersäulen wurde 
das in Abschnitt 3.11.3.c aufgeführte Protokoll angewendet. Die so erhaltenen Proben wurden 
umgepuffert, eingeengt und dann in den Bindungsassay eingesetzt, sowie für SDS-PAGE-Gele 
mit anschließender Silberfärbung verwendet.
3.11.4. Entsalzung
Zum Umpuffern von Proteinproben wurden 5 ml HiTrap Entsalzungssäulen von Pharmacia 
unter Verwendung der Niederdruckanlage von Bio-Rad benutzt. Dabei diente der Puffer, in 
den die Proteinprobe umgepuffert werden sollte, als Laufpuffer. Zunächst wurde die Säule mit 
10 ml Laufpuffer äquilibriert, danach wurden 1,5 ml Probe, bzw. mit Laufpuffer verdünnte 
Probe, aufgetragen und die Proteinprobe mit 10 ml Laufpuffer eluiert. Die Elution der Proteine 
wurde mit dem UV-Monitor überwacht, während die Änderung der Leitfähigkeit die Elution 
des Ausgangspuffers der Proteinprobe markierte. Die eluierende Proteinprobe wurde gesam-
melt und für weitere Untersuchungen (z.B. für den Bindungsassay) verwendet.
3.11.5. Aufreinigung von CLIP-115-Fusionsprotein
Konzentriertes bakterielles Zellysat mit überexprimiertem GST-CLIP-115-Fusionsprotein 
wurde freundlicherweise von Dr. N. Galjart (Erasmus Universität Rotterdam, Niederlande) 
zur Verfügung gestellt. Zur Aufreinigung von GST-CLIP-115 wurde eine Glutathion-Sepha-
rose 4B-Säule von Pharmacia mit einem Bettvolumen von 1 ml verwendet und die einzelnen 
Schritte entsprechend der Anleitung des Herstellers durchgeführt. Nach dem Waschen der Säule 
mit 20 ml PBS-Puffer (150 mM NaCl, 4 mM NaH2PO4, 16 mM Na2HPO4, pH 7,3), wurde die 
Säule mit 6 ml PBS-Puffer + 1 % Triton X-100 äquilibriert. Anschließend wurden 0,75 ml des 
bakteriellen Zellysates zentrifugiert, um größere Zellfragmente zu entfernen, das Zellysat mit 
0,75 ml PBS-Puffer + 1 % Triton X-100 verdünnt und auf die Säule aufgetragen. Nachdem 1 ml 
Lösung aus der Säule ausgetreten war, wurde die Säule verschlossen und für 60 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Säule wurde mit 2 × 10 ml PBS-Puffer gewaschen und dann das 
an die Säule gebundene Fusionsprotein mit 10 ml Elutionspuffer (5 mM Glutathion in 50 mM 
Tris, pH 8,0) eluiert. Das eluierende GST-CLIP-115 wurde gesammelt und dessen Reinheit 
mittels eines Coomassie-gefärbten SDS-PAGE-Geles überprüft. Mit einer Entsalzungssäule 
(siehe oben) wurde das GST-CLIP-115 in Homogenisationspuffer (250 mM Saccharose, 5 mM 
MOPS, 0,1 % Ethanol, 1 mM EDTA, 0,2 mM PMSF, 1 mM 6-Aminocapronsäure, 5 mM Benz-
amidin, 10 µg/ml Leupeptin, 0,2 mM DTT, pH 7,4) umgepuffert und nach der Proteinbestim-
mung in den Bindungsassay eingesetzt (siehe Abschnitt 3.8.4.).
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3.12. Färben und Trocknen von Gelen
Zur Visualisierung der elektrophoretisch aufgetrennten Polypeptidbanden wurden die Gele 
nach Durchführung der SDS-PAGE angefärbt. Die nachfolgend beschriebenen Färbeprotokolle 
zeichnen sich durch ihre unterschiedliche Sensitivität aus. So wurde die Coomassie-Färbung 
für Gele eingesetzt, bei denen größere Proteinmengen (≥ 1 µg Protein pro Geltasche) aufgetra-
gen wurden, während Silberfärbungen bei Gelen mit geringeren Proteinmengen und bei bereits 
geblotteten Gelen durchgeführt wurden.
3.12.1. Coomassie-Färbung
Für die Coomassie-Färbung wurden die Gele nach der Elektrophorese für 30 Minuten mit Fär-
belösung (0,5 % Coomassie Brilliant Blau G-250, 40 % Methanol, 10 % Essigsäure) inkubiert. 
Das Entfärben mit 40 % Methanol / 10 % Essigsäure unter mehrfachem Wechseln des Entfär-
bers wurde solange durchgeführt, bis der Hintergrund der Gele klar war. Anschließend wurden 
die Gele mehrere Stunden gewässert.
3.12.2. Für IEF-Gele modifi zierte Silberfärbung
Diese Silberfärbung (aus dem Boehringer Ingelheim Elektrophoresehandbuch) zeichnet sich 
durch eine hohe Sensitivität aus. Der ersten Fixierung für 20 Minuten mit 20 % Trichloressig-
säure und nachfolgendem Waschen für 10 Minuten mit 30 % Ethanol folgte eine zweite Fixie-
rung mit 10 % Glutardialdehyd für 10 Minuten. Anschließend wurden die Gele zweimal für je 
10 Minuten mit 30 % Ethanol gewaschen und danach für 1 Minute mit 0,02 % Natriumthiosul-
fat inkubiert. Dem dreimaligen Spülen der Gele mit destilliertem Wasser für jeweils 20 Sekun-
den folgte die 20-minütige Inkubation mit Färbelösung (0,2 % Silbernitrat, 0,028 % Formalde-
hyd) und zweimaliges Spülen mit destilliertem Wasser für jeweils 20 Sekunden. Danach wurde 
der Entwickler (6 % Natriumcarbonat, 0,01 % Natriumthiosulfat, 0,019 % Formaldehyd) so 
lange auf den Gelen belassen, bis die gewünschte Anfärbung der Banden erreicht wurde. Der 
Inkubation mit 10 % Essigsäure für 5 Minuten schloß sich das mehrfache Waschen mit destil-
liertem Wasser an. Die Gele wurden bis zum Trocknen in destilliertem Wasser gelagert.
3.12.3. Silberfärbung nach Shevchenko
Die Silberfärbung nach SHEVCHENKO et al. (1996) ist zwar nicht so sensitiv wie die oben auf-
geführte Silberfärbung, hat aber den Vorteil, deutlich weniger gelbliche Hintergrundfärbung 
zu verursachen. Zunächst erfolgte die Fixierung der Gele für 1 Stunde mit 45 % Methanol / 
5 % Essigsäure. Zum Auswaschen von SDS und Essigsäure wurde mit destilliertem Wasser 
über Nacht gewaschen und das Wasser mehrmals gewechselt. Der Sensitivierung mit 0,02 % 
Natriumthiosulfat für 2 Minuten und anschließendem zweimaligen Waschen mit destilliertem 
Wasser für jeweils 1 Minute folgte die Silberimprägnierung mit kalter 0,1 % Silbernitratlö-
sung bei 4°C für 40 Minuten. Nach zweimaligem Waschen mit destilliertem Wasser für jeweils 
1 Minute, wurden die Gele zur Entwicklung der Banden mit einer 2 % Natriumcarbonat- / 
0,04 % Formaldehydlösung inkubiert. Nach dem eventuellen Auftreten von braunen Schlieren 
in der Lösung, wurde gegebenenfalls der Entwickler durch frischen Entwickler ersetzt. Bei 
Erreichen der gewünschten Färbungsintensität der Banden, wurde die Entwicklung mit 5 % 
Essigsäure gestoppt. Nach 10 Minuten wurde diese Lösung durch 1 % Essigsäure ersetzt und 
die Gele nach 1 Stunde Inkubationszeit mehrfach mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Gele 
wurden bis zum Trocknen in destilliertem Wasser gelagert.
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3.12.4. Färbung mit dem „Colloidal Blue Staining Kit“
Eine im Vergleich zur Coomassie-Färbung 5-fach sensitivere Methode ist die Färbung mit dem 
„Colloidal Blue Staining Kit“. Die Gele wurden nach der Elektrophorese über Nacht in der Fär-
belösung inkubiert. Die Färbelösung besteht aus 55 ml destilliertem Wasser, 20 ml Methanol, 
5 ml „Stainer B“ und 20 ml „Stainer A“. Das Entfärben der Gele erfolgte über einen Zeitraum 
von mindestens 7 Stunden unter mehrfachem Wechseln von destilliertem Wasser. Gelagert wur-
den die Gele bis zum Trocknen in destilliertem Wasser.
3.12.5. Trocknen von Gelen
Nach ausführlichem Wässern der Gele wurden diese luftblasenfrei zwischen zwei in Wasser 
eingeweichten Bögen Einmachhaut auf eine Glasplatte gespannt. Das Trocknen erfolgte über 
Nacht.
4. Datenverarbeitung und Statistik
4.1. Digitalisieren von Gelen, Blots und Negativen sowie Quantifi zierung von 
Blots
Getrocknete und gefärbte Polyacrylamidgele, entwickelte Röntgenfi lme von Immunoblots und 
radioaktiven Assays sowie Negative von elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden unter 
Verwendung der Adobe-Photoshop Software digitalisiert. Die Intensität der immunreaktiven 
Banden der Immunoblots wurde mit der NIH-Image Software (Version 1.62, National Institutes 
of Health, Bethesda, MD, USA) densitometrisch quantifi ziert.
4.2. Digitale Bildbearbeitung
Die eingescannten Gele, Röntgenfi lme und Negative wurden mit dem Programm Adobe-Pho-
toshop bearbeitet. Beschriftungen und das Layout der in dieser Arbeit enthaltenen Abbildungen 
wurden mit dem Programm Adobe-Illustrator angefertigt.
4.3. Statistik
Signifi kante Unterschiede zwischen den experimentellen Gruppen wurden mittels Varianz-
analyse für ungepaarte Meßwerte mit dem Programm SigmaStat für Windows (SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA) untersucht. Die Daten sind als Mittelwert ± Standardfehler dargestellt. Sta-
tistische Unterschiede wurden mit einem ungepaarten t-Test ermittelt. Dabei werden p-Werte 
< 0,05 als signifi kant und p-Werte < 0,01 als hochsignifi kant betrachtet.
4.4. Recherche von Proteindatenbanken
Zur Ermittlung von Peptidsequenzen, die für das Generieren von Peptidantikörpern in Frage 
kommen (siehe Abschnitt 3.11.3.d), wurden Homologievergleiche in mehreren Proteindaten-
banken (u.a. SWISSPROT, PIR) durchgeführt. Dabei wurden verschiedene BLAST-Algorith-
men des HUSAR-Programmes (DKFZ, Heidelberg) und des PubMed-Programmes (National 
Institutes of Health, Bethesda, MA, USA) verwendet.
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4.5. Verwendete Computersoftware
Eine Übersicht über die im Rahmen dieser Arbeit benutzte Computersoftware gibt Tabelle 5.
Tabelle 5: Übersicht über verwendete Computersoftware.
Programm Hersteller Anwendung
Excel 2001 Microsoft Erstellen von Graphiken, Tabellenkalkulation
Illustrator 9.02 Adobe Layout von Bildern und Graphiken
InDesign 1.5 Adobe Layout der vorliegenden Arbeit
LP Data View 1.0 Bio-Rad Auswertung der Säulenchromatographie
NIH-Image 1.62 NIH Quantifi zierung von Proteinbanden
Photoshop 6.0 Adobe Einscannen und digitale Bildbearbeitung
SigmaStat SPSS Inc. Statistik




1. Isolierung von Peroxisomen
Peroxisomen wurden mittels differentieller Zellfraktionierung aus den Lebern weiblicher 
SD-Ratten isoliert. Um hochreine Peroxisomen zu gewinnen, wurde eine mit Peroxisomen 
angereicherte Zellfraktion, bei der schwere Organellen (z.B. Zellkerne) und Zelltrümmer abge-
trennt waren, auf zwei verschieden dichte Nycodenz-Kissen (spezifi sche Dichte: 1,346 bzw. 
1,172 g/ml) aufgetragen und zentrifugiert. Dabei setzten sich an der Phasengrenze der beiden 
Nycodenz-Kissen hochreine Peroxisomen ab, die elektrophoretisch (SDS-PAGE) untersucht 
wurden. Das Muster der Polypeptidbanden im Coomassie-gefärbten SDS-Gel (Abbildung 4) 
demonstriert die sehr starke Anreicherung von Peroxisomen in der isolierten Peroxisomenfrak-
tion. Die mit Abstand deutlichsten Banden sind die peroxisomalen Enzyme Katalase und Urat-
oxidase. Eine leichte Verunreinigung der Peroxisomen-Fraktion durch Mitochondrien läßt sich 
von der unbekannten Bande bei ungefähr 140 kDa, die vermutlich mitochondrialen Ursprungs 
ist (Prof. Dr. Dr. A. Völkl, persönliche Mitteilung), ableiten. Im Vergleich dazu weist das mit 
Peroxisomen angereicherte Zellhomogenat ein deutlich unterschiedliches Bandenmuster auf, 













































Abbildung 4: Coomassie-gefärbtes SDS-Gel mit Zellhomogenat und isolierten Peroxisomen aus Rattenle-
ber. Mit Peroxisomen angereichertes Zellhomogenat und isolierte Peroxisomen wurden auf ein 10% SDS-Gel 
aufgetragen und nach SDS-PAGE mit Coomassie gefärbt. Zur Bestimmung des Molekulargewichtes wurde zusätz-
lich der „high range“ Molekulargewichtsstandard aufgetragen. Die am stärksten angefärbten Proteinbanden der 
isolierten Peroxisomen sind Katalase und Uratoxidase (Pfeile), was die sehr starke Anreicherung von Peroxisomen 








Abbildung 5: Ultrastrukturelle Darstellung isolierter Peroxisomen aus Rattenleber. A, B Elektronenmikros-
kopische Darstellung isolierter Peroxisomen (Po) nach DAB-Reaktion anhand von Ultradünnschnitten fi ltrierter 
und in Epon eingebetteter Peroxisomen. Die mittels differentieller Zellfraktionierung gewonnene Organellenfrak-
tion besteht zum größten Teil aus Peroxisomen. Maßstab jeweils 1 µm.
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Zur morphologischen Überprüfung der Reinheit der isolierten Peroxisomen wurden elektronen-
mikroskopische Untersuchungen an DAB-gefärbten Ultradünnschnitten von eingebetteten Per-
oxisomenfi ltern durchgeführt (Abbildung 5). Es zeigt sich, daß die isolierte Fraktion zum größ-
ten Teil aus Peroxisomen besteht. Leichte Kontaminationen mit Mikrosomen, Mitochondrien 
und Lysosomen sind erkennbar. Weiterhin zeigen die elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
die gute Strukturerhaltung der Peroxisomen. Verklumpte und aggregierende Peroxisomen sind 
selten zu fi nden. Der größte Teil der Peroxisomen weist eine sphärische Form auf und ihre 
Organellenmembran erscheint intakt. Bei einigen Peroxisomen ist die Matrix extrahiert, was 
sich am Fehlen des elektronendichten DAB-Präzipitates erkennen läßt. Deutlich erkennbar ist 
bei einigen Peroxisomen das dunkel erscheinende Core, das aus Uratoxidase besteht (siehe 
auch Abbildung 9). Der Durchmesser der isolierten Peroxisomen bewegt sich zwischen 100 und 
900 nm.
2. Mikroskopische Darstellung der in vitro Bindung von Peroxisomen 
an Mikrotubuli
2.1. Video-verstärkte Kontrastmikroskopie (VECM)
Mit Video-verstärkter Kontrastmikroskopie wurde erstmalig von SCHRADER et al. (1996a) die 
in vitro Assoziation von Peroxisomen aus Rattenleber und Mikrotubuli aus Rinderhirn gezeigt 
(Abbildung 6; siehe auch THIEMANN et al. 2000). Peroxisomen binden an die Mikrotubuli ent-




Abbildung 6: Darstellung der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli mittels Video-verstärkter 
Kontrastmikroskopie. Nach der Inkubation der isolierten Peroxisomen (Po) aus Rattenleber mit Taxol-stabilisier-
ten Mikrotubuli (MT) aus Rinderhirn folgte die Video-verstärkte Kontrastmikroskopie (VECM). Die Peroxisomen 
binden an die Mikrotubuli entlang ihrer gesamten Länge. Maßstab 1 µm. Das mikroskopische Bild wurde freund-
licherweise von Dr. Michael Schrader zur Verfügung gestellt (siehe auch THIEMANN et al. 2000).
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2.2. Indirekte Immunfl uoreszenz und differentieller Interferenzkontrast am 
konfokalen Laserscanningmikroskop
Wie beschrieben konnte durch Video-verstärkte Kontrastmikroskopie (VECM) die in vitro Bin-
dung von Peroxisomen an Mikrotubuli gezeigt werden. Jedoch läßt sich nicht mit absoluter 
Gewißheit behaupten, daß es sich bei einem betrachteten Organell um ein Peroxisom handelt, 
da Peroxisomen-Fraktionen immer zu einem kleinen Teil mit anderen Organellen (z.B. Mito-
chondrien und Mikrosomen) kontaminiert sind. Um den Beweis anzutreten, daß es sich bei den 
an die Mikrotubuli bindenden Organellen in der Tat um Peroxisomen handelt, wurde zusätzlich 
zum differentiellen Interferenzkontrast indirekte Immunfl uoreszenz mittels eines konfokalen 
Laserscanningmikroskopes eingesetzt. Dazu wurde der Bindungsassay mit isolierten Ratten-
leber-Peroxisomen und Mikrotubuli aus Rinderhirn auf Objektträgern durchgeführt. In Abbil-
dung 7 ist die Darstellung der Mikrotubuli mit differentiellem Interferenzkontrast und der Per-
oxisomen mittels indirekter Immunfl uoreszenz zu sehen. Zur Markierung der Peroxisomen 












Abbildung 7: Darstellung der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli mit dem konfokalen 
Laserscanningmikroskop. Nach der Durchführung des Bindungsassays wurden die Peroxisomen-Mikrotubuli-
Komplexe mit einem anti-Uratoxidase-Primärantikörper und anschließend mit einem RITC-gekoppelten Sekun-
därantikörper inkubiert. Die Rattenleber-Peroxisomen (Po) sind durch indirekte Immunfl uoreszenz (IF) und die 
Taxol-stabilisierten Mikrotubuli (MT) aus Rinderhirn sind durch differentiellen Interferenzkontrast (DIK) darge-
stellt. A Differentieller Interferenzkontrast. B Indirekte Immunfl uoreszenz. C Overlay von differentiellem Inter-
ferenzkontrast und indirekter Immunfl uoreszenz. D Der Falschfarben-Overlay von differentiellem Interferenzkon-
trast und indirekter Immunfl uoreszenz erhöht den Kontrast und verdeutlicht die spezifi sche Bindung der Peroxiso-
men an Mikrotubuli. Maßstab 5 µm.
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oxisomen zu fi nden ist, verwendet. Als Sekundärantikörper diente ein RITC-gekoppelter anti-
Kaninchen-IgG-Antikörper. Die Darstellung der indirekten Immunfl uoreszenz und des diffe-
rentiellen Interferenzkontrastes ist als Falschfarben-Overlay präsentiert, um den Kontrast zu 
erhöhen und die Bindung der Peroxisomen exklusiv an Mikrotubuli zu unterstreichen (Abbil-
dung 7 D). Die Peroxisomen binden auch hier entlang der gesamten Länge der Mikrotubuli. 
Die im Vergleich zur VECM beobachtete niedrige Anzahl der an die Mikrotubli gebundenen 
Peroxisomen ist wahrscheinlich auf die weiteren Schritte nach dem Bindungsassay zurückzu-
führen. Aufgrund der zusätzlichen Inkubation mit Antikörpern und zahlreicher Waschschritte 
dürfte ein Teil der Peroxisomen von den Mikrotubuli abgelöst worden sein. Dies könnte auch 
der Grund für die unterschiedliche Morphologie der Mikrotubuli sein. Die Mikrotubuli sind 
– verglichen mit ihrer Morphologie bei Negativkontrastelektronenmikroskopie- und VECM-
Präparaten – deutlich kürzer und liegen nicht vereinzelt sondern in Ansammlungen gebündelt 
vor.
2.3. Negativkontrast-Elektronenmikroskopie
Als weitere mikroskopische Methode zur morphologischen Darstellung der in vitro Bindung 
von Peroxisomen an Mikrotubuli wurde die Negativkontrast-Elektronenmikroskopie einge-
setzt. Dazu wurden isolierte Rattenleber-Peroxisomen mit Mikrotubuli aus Rinderhirn inkubiert 
und dann für die Negativkontrast-Elektronenmikroskopie aufbereitet. Auch mit dieser Methode 
konnte die Assoziation der Peroxisomen mit Mikrotubuli gezeigt werden. Peroxisomen, die 
nicht an Mikrotubuli gebunden waren, konnten nur vereinzelt beobachtet werden. In Abbil-
dung 8 A ist zu sehen, daß die Peroxisomen entlang der gesamten Länge der Mikrotubuli bin-
den. In diesem Bild sind drei Mikrotubuli sichtbar, die parallel zueinander verlaufen, so daß 
teilweise nicht erkennbar ist, ob die Peroxisomen an einem Mikrotubulus oder an mehreren 
Mikrotubuli binden. Die Kontaktstellen zwischen Peroxisom und Mikrotubulus sind in Abbil-
dung 8 B zu erahnen. Es scheint zwei Kontaktstellen zu geben. Die Aufl ösung des Bildes ist 
jedoch nicht ausreichend, um weitere Aussagen über die Natur dieser Kontakte zu treffen. Die 
Struktur der Mikrotubuli ist in Abbildung 8 C herausgehoben. Deutlich sichtbar sind die Proto-
fi lamente des Mikrotubulus und sogar einzelne Tubulin-Monomere können erkannt werden. 
Die mit dieser Methode dargestellten Peroxisomen sind relativ klein. Sie haben einen Durch-
messer von zumeist unter 200 nm, z.T. auch unter 100 nm. Das Peroxisom in Abbildung 8 B 
mißt etwa 70 nm. Die geringere Größe im Vergleich zur Ausgangsfraktion (siehe Abbildung 5) 
ist wahrscheinlich auf die Inkubationsbedingungen zurückzuführen. Durch die zahlreichen 
Waschschritte werden möglicherweise die großen Peroxisomen abgewaschen, während klei-
nere Peroxisomen an die Mikrotubuli assoziiert bleiben.
Natürlich liefert diese Methode keinen eindeutigen Nachweis, daß es sich bei den an 
die Mikrotubuli bindenden Strukturen um Peroxisomen handelt. Wie bereits im vorherigen 
Abschnitt erwähnt wurde, befi nden sich in den Peroxisomenfraktionen Kontaminationen mit 
anderen Organellen. Da die Peroxisomen aber den weitaus größten Teil der Organellen stellen 
und angesichts des klaren Nachweises der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubli 
mittels Immunfl uoreszenz, kann davon ausgegangen werden, daß es sich bei den meisten der 
hier mit Negativkontrast-Elektronenmikroskopie dargestellten Organellen um Peroxisomen 
handelt. Zudem könnte die dunkle Struktur im in Abbildung 8 B dargestellten Organell auf das 











Abbildung 8: Darstellung der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli mittels Negativkontrast-
Elektronenmikroskopie. Nach der Inkubation der isolierten Peroxisomen (Po) aus Rattenleber mit Taxol-stabili-
sierten Mikrotubuli (MT) aus Rinderhirn folgte die Aufarbeitung des Präparates für die Negativkontrast-Elektro-
nenmikroskopie (EM) unter Verwendung des Kontrastmittels Phosphorwolframsäure. A Peroxisomen assoziieren 
spezifi sch an ein oder mehrere Mikrotubuli. Maßstab 200 nm. B Zwischen Peroxisom und Mikrotubulus lassen 
sich zwei Kontaktstellen erkennen (Pfeilspitze). Maßstab 50 nm. C Detailvergrößerung eines Mikrotubulus. Die 
Protofi lamente und die Tubulin-Monomere sind deutlich sichtbar. Maßstab 50 nm.
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3. Validierung des Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassays
Der semiquantitative in vitro Peroxisomen-Mikrotubuli Bindingsassay (für eine Übersicht siehe 
Abbildung 3) wurde entwickelt, um die molekularen Grundlagen der Peroxisomen-Mikrotu-
buli Interaktionen und der daran beteiligten Komponenten zu charakterisieren. Zunächst wurde 
überprüft, ob dieser Assay ein geeignetes Hilfsmittel zur Bestimmung der spezifi schen Bin-
dung von Peroxisomen an Mikrotubuli ist, und danach wurden die einzelnen Parameter des 
Bindungs assays optimiert.
3.1. Quantifi zierung der Uratoxidase
Uratoxidase, die sich in der Rattenleber ausschließlich in den kristallinen Cores von Peroxiso-
men befi ndet (ANGERMÜLLER und FAHIMI 1986, VÖLKL et al. 1988), diente als stabiler und spezifi -
scher Marker für die Identifi kation von an Mikrotubuli gebundenen Peroxisomen im Bindungs-
assay. Im Gegensatz zu anderen Matrixproteinen, wie z.B. Katalase, wird die Uratoxidase nicht 
durch Waschschritte aus den Peroxisomen entfernt. Die elektronenmikroskopischen Bilder von 
Abbildung 9 heben die Lokalisierung der Uratoxidase in den Cores isolierter Rattenleber-Per-
oxisomen hervor. In Abbildung 9 A sind die elektronendichten Cores der mit DAB inkubierten 
Peroxisomen deutlich sichtbar. Auch der immunelektronenmikroskopische Nachweis der Urat-
oxidase mit der Protein-A-Gold Methode (Abbildung 9 B) zeigt eine hochspezifi sche Markie-






Abbildung 9: Ultrastrukturelle Darstellung der Cores von isolierten Peroxisomen aus der Rattenleber. Elek-
tronenmikroskopische Darstellung isolierter Peroxisomen (Po) mit Core von Ultradünnschnitten fi ltrierter und in 
Epon (A) bzw. in LR-White (B) eingebetteter Peroxisomen. A Diaminobenzidin (DAB)-Inkubation. B Immun-
cytochemische Lokalisierung der Uratoxidase (UOx) mit der Protein-A-Gold (PAG) Methode. Die Uratoxidase ist 
ausschließlich im Core lokalisiert. A, B Maßstab jeweils 200 nm.
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In Vorversuchen sollte zuerst geklärt werden, ob der Nachweis der Uratoxidase-Signale nach 
SDS-PAGE, Western-Blotting, Immuninkubation mit einem Primärantikörper gegen Urat-
oxidase und ECL-Reaktion quantitativ auszuwerten ist. In Abbildung 10 ist die Uratoxidase-
Konzentration gegen das quantifi zierte UOx-Signal aufgetragen. Zwar ist das Verhältnis nicht 
linear, da bei höheren Uratoxidase-Konzentrationen die Kurve leicht abfl acht, aber das Urat-
oxidase-Signal nimmt auch bei steigenden Uratoxidase-Konzentrationen noch deutlich zu. Das 
bedeutet, daß höheren Peroxisomen-Konzentrationen bei der Quantifi zierung zu niedrige Werte 
zugeordnet werden, d.h. gefundene Unterschiede sind in Wirklichkeit noch größer. Insgesamt 
wird jedoch klar, daß diese Methode zur Quantifi zierung der Peroxisomen geeignet ist, beson-
ders angesichts der sehr geringen Streuung der parallelen Meßwerte.
3.2. Unspezifi sche Bindung
Zur Überprüfung der Spezifi tät der Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli im hier vorge-
stellten Assaysystem wurde der Bindungsassay (siehe Abbildung 3) mit mehreren Modifi katio-
nen durchgeführt (Abbildung 11). In Ansätzen ohne Mikrotubuli konnten keine Peroxisomen 
detektiert werden. Dagegen war in Wells mit nicht polymerisiertem Tubulin eine geringe Bin-
dung von Peroxisomen zu messen, die jedoch deutlich niedriger war, als die Bindung in Wells 
mit Mikrotubuli (Abbildung 11 A). Somit sind auspolymerisierte Mikrotubuli für die in vitro 
Bindung von Peroxisomen wichtig. Weiterhin konnte gezeigt werden, daß isolierte peroxiso-























Abbildung 10: Proportionalität des Uratoxidase-Signals im Immunoblot. Zur Überprüfung der Beziehung von 
Uratoxidase (UOx)-Konzentration und Intensität der Uratoxidase-Banden in Immunoblots wurden verschiedene 
Konzentrationen an Uratoxidase aufgetragen. Nach SDS-PAGE, Western-Blotting, Immuninkubation mit anti-
Uratoxidase-Primärantikörper und dem entsprechenden Sekundärantikörper, Chemilumineszenz-Reaktion und der 
Belichtung der Negativfi lme erfolgte die Quantifi zierung der Uratoxidase-Bande. Das Uratoxidase-Signal nimmt 
mit steigender Uratoxidase-Konzentration zu, aber das Verhältnis ist nicht linear. Bei höheren Uratoxidase-Kon-
zentrationen fl acht die Kurve ab.
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3.3. Der optimierte Bindungsassay
Abbildung 3 (Seite 36) zeigt eine Übersicht über die einzelnen Schritte des optimierten Peroxi-
somen-Mikrotubuli Bindungsassays. Die genaue Durchführung des Assays und dessen Auswer-
tung ist im Kapitel III. Abschnitt 3.7. dargestellt. Das hier aufgeführte Protokoll des Bindungs-
assays ist das Ergebnis der Optimierung der einzelnen Parameter, von denen die wichtigsten in 
den beiden folgenden Abschnitten beschrieben sind.
3.4. Abhängigkeit von der Konzentration an Tubulin und Peroxisomen
Der Einfl uß von unterschiedlichen Konzentrationen an Tubulin und Peroxisomen auf den Bin-
dungsassay wurde ausgetestet. Die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli war bei Konzen-
trationen von ≥ 0,25 mg Protein/ml Tubulin (Abbildung 12 B) bzw. von ≥ 0,1 mg Protein/ml 
Peroxisomen (Abbildung 13) gesättigt. Optimale Bindungsbedingungen mit einer hohen Bin-
dungskapazität, guter Reproduzierbarkeit und hoher Spezifi tät wurden bei einer Konzentration 
von 0,25 mg Protein/ml Tubulin und 0,1 mg Protein/ml Peroxisomen erreicht. Eine unspezi-
fi sche Bindung von Peroxisomen in Ansätzen ohne Tubulin konnte nicht detektiert werden 
(Abbildung 12 B). Beispielhaft ist ein entwickelter Röntgenfi lm dargestellt (Abbildung 12 A), 
der als Grundlage für die Quantifi zierung von im Bindungsassay gebundenen Peroxisomen 
dient. Bemerkenswert ist die hohe Spezifi tät des Uratoxidase-Antikörpers, der ausschließlich 
die Uratoxidase markierte und keinerlei Hintergrundfärbung verursachte.
3.5. Abhängigkeit von Inkubationsdauer, Temperatur und pH-Wert
Die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli stieg nahezu linear mit zunehmender Zeit der 
Peroxisomen-Inkubation an, bis nach 60 Minuten ein gleichbleibendes Plateau erreicht wurde 
(Abbildung 14). Für den optimierten Bindungsassay wurde eine Peroxisomen-Inkubations-
dauer von 30 Minuten gewählt, da bei längeren Inkubationszeiten die Streuung der Parallel-
werte deutlich höher lag.
Weiterhin war die Bindung temperaturabhängig mit der geringsten Bindung beim niedrig-
sten Meßpunkt 15°C und einem mäßigen Anstieg bis 35°C. Über 35°C war ein exponentieller 









































Abbildung 11: Peroxisomen benötigen Mikrotubuli zur Bindung im Bindungsassay und isolierte Cores bin-
den nicht an Mikrotubuli. Der in vitro Bindungsassay wurde mit den nachfolgend beschriebenen Modifi katio-
nen durchgeführt. Hier dargestellt sind die Uratoxidase-Signale nach der ECL-Reaktion. PoKo = Kontrollperoxi-
somen. A Beim linken Ansatz wurde der Bindungsassay unter Standardbedingungen durchgeführt (auspolymeri-
sierte Mikrotubuli mit einer Tubulin-Konzentration von 0,25 mg Protein/ml). Während bei der Kontrolle ohne 
Mikrotubuli (mittlerer Ansatz) keine Uratoxidase (und somit keine Peroxisomen) nachgewiesen werden konnten, 
war beim Ansatz mit nicht polymerisiertem Tubulin (0,25 mg Protein/ml; rechter Ansatz) ein schwaches Uratoxi-
dase-Signal festzustellen. B Eine isolierte Core-Fraktion (0,1 mg Protein/ml), die anstelle der Peroxisomen im 


































Abbildung 12: Die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli ist abhängig von der Tubulin-Konzen-
tration. Zur Bestimmung der optimalen Tubulin-Konzentration im in vitro Bindungsassay wurde diese variiert.
A Als Beispiel für die Spezifi tät des Uratoxidase-Antikörpers ist ein durch die ECL-Reaktion belichteter Röntgen-
fi lm dargestellt. B Die Quantifi zierung der UOx-Signale, durch die die Menge der im Versuchsansatz gebunde-
nen Peroxisomen ermittelt wird, ergab für die Konzentration des eingesetzten Tubulins eine Sättigungskurve. Die 





















Abbildung 13: Die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli ist sättigbar. Zur Bestimmung der opti-
malen Peroxisomen-Konzentration im in vitro Bindungsassay wurde diese variiert. Die Quantifi zierung der UOx-
Signale ergab für die Konzentration der eingesetzten Peroxisomen eine Sättigungskurve. Die Werte sind Mittel-























Abbildung 14: Die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli ist abhängig von der Inkubations-
dauer der Peroxisomen. Der in vitro Bindungsassay wurde mit verschiedenen Peroxisomen-Inkubationszeiten 
ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. Nach einer Stunde Inkubationsdauer steigt die Bindungskapazität 





















Abbildung 15: Die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli steigt mit zunehmender Inkuba-
tionstemperatur. Der in vitro Bindungsassay wurde bei verschiedenen Temperaturen ausgeführt und die Bindung 






















Abbildung 16: Die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli ist abhängig vom pH-Wert. Der in vitro 
Bindungsassay wurde mit verschiedenen pH-Werten ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. Die Werte 
sind Mittelwerte ± Standardfehler von mindestens 5 Experimenten. Signifi kante Unterschiede gegenüber pH 7,4 
wurden mit einem ungepaarten t-Test ermittelt (**: p < 0,01).
IV. ERGEBNISSE
61
Die Bindung erwies sich auch als pH-abhängig (Abbildung 16). Daß die höchste Bindungska-
pazität bei einem pH-Wert von 7,4 beobachtet wurde, weist auf die mögliche physiologische 
Relevanz dieses in vitro Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassays hin. Eine hohe Bindung 
wurde auch beim leicht sauren pH-Wert von 6,4 festgestellt, wohingegen beim alkalischen pH 
von 7,9 die Bindung signifi kant reduziert war.
3.6. Zugabe von freien Mikrotubuli und PMP-26-Antikörpern
Die Spezifi tät des Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassays wurde weiter untermauert durch 
die Zugabe von freien Mikrotubuli (1 mg Protein/ml) zur Peroxisomenlösung vor deren Ein-
satz im Bindungsassay. Die spezifi sche Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli wurde hoch 
signifi kant auf 23 % des Kontrollwertes gesenkt (Abbildung 17), was darauf hindeutet, daß 
freie Mikrotubuli mit an den Wells gebundenen Mikrotubuli um die Bindung der Peroxisomen 
konkurrieren. Ebenfalls hoch signifi kant gesenkt auf 40 % des Kontrollwertes wurde die Bin-
dung durch Zugabe von PMP-26-Antikörpern (0,1 mg Protein/ml) zu den Peroxisomen. Dies 
weist darauf hin, daß sich die Antikörper an das entsprechende peroxisomale Membranprotein 




































































Abbildung 17: Zugabe von freien Mikrotubuli und von PMP-26-Antikörpern vermindern die in vitro Bin-
dung von Peroxisomen an Mikrotubuli. Der in vitro Bindungsassay wurde ausgeführt und die Bindung wurde 
quantifi ziert. Den Peroxisomen wurden vor ihrem Einsatz in den Bindungsassay freie Taxol-stabilisierte Mikrotu-
buli (1 mg Protein/ml) bzw. PMP-26-Antikörper (0,1 mg Protein/ml; siehe LÜERS et al. 1990) zugefügt. Nicht sup-
plementierte Peroxisomen dienten als Kontrolle. Die Säulen sind Mittelwerte ± Standardfehler von 5 Experimen-
ten. Signifi kante Unterschiede gegenüber den Kontrollperoxisomen wurden mit einem ungepaarten t-Test ermittelt 
(**: p < 0,01).
IV. ERGEBNISSE
62
4. Biochemische Charakterisierung der in vitro Bindung von 
Peroxisomen an Mikrotubuli
Wie in Abschnitt 3. dokumentiert wurde, eignet sich der in vitro Peroxisomen-Mikrotubuli 
Bindungsassay hervorragend zur Bestimmung der spezifi schen Bindung von Peroxisomen an 
Mikrotubuli. In diesem Abschnitt soll nun die biochemische Charakterisierung dieser in vitro 
Bindung beschrieben werden. Vorrangig untersucht wurde der Einfl uß von Proteinen, die mit 
Mikrotubuli interagieren, die Bedeutung von Phosphorylierung, der Effekt von zugegebenem 
Cytosol und der Einfl uß der Vorbehandlung von Peroxisomen und Cytosol.
4.1. Einfl uß von Proteinen, die mit Mikrotubuli interagieren, auf die in vitro 
Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli
Zur Untersuchung des Einfl ußes von Proteinen, die mit Mikrotubuli interagieren, auf die in 
vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli, wurden zum Bindungsassay verschiedene 
Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs), Motorproteine und CLIP-115 zugegeben.
4.1.1. Zugabe von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPs)
Die Zugabe der MAPs MAP2 und TAU und einer MAP-Fraktion, sowie die Zugabe einer ATP-
Release-Fraktion führten allesamt zu einer hoch signifi kanten Verringerung der in vitro Bin-
dung von Peroxisomen an Mikrotubuli (Abbildung 18). Die größten Reduktionen wurden mit 
der MAP-Fraktion und der ATP-Release-Fraktion erreicht, wo die Bindungslevel auf 5 % bzw. 
6 % absanken. Zugegebenes MAP2 reduzierte die Bindung auf 25 % und Zugabe von TAU auf 
32 % des Kontrollwertes. Der stark inhibitorische Effekt dieser Proteine ist nicht erstaunlich, 
da sie an Mikrotubuli binden und somit eine Anlagerung der Peroxisomen an die Mikrotubuli 
sterisch behindern. Auch der stärkere inhibitorische Effekt der MAP-Fraktion, verglichen mit 
MAP2 und TAU, liegt auf der Hand. Während MAP2 und TAU nur an jeweils eine spezifi sche 







































































Abbildung 18: Verschiedene MAPs reduzieren die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli. Der 
in vitro Bindungsassay wurde ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. Den Kontroll-Peroxisomen (PoKo) 
wurden vor ihrem Einsatz in den Bindungsassay MAP2 (50 µg Protein/ml), TAU (50 µg Protein/ml), MAP-Frak-
tion (50 µg Protein/ml), bzw. eine ATP-Release-Präparation (50 µg Protein/ml) zugefügt. Nicht supplementierte 
Peroxisomen (PoKo) dienten als Kontrolle. Die Säulen sind Mittelwerte ± Standardfehler von 4 Experimenten. 
Signifi kante Unterschiede gegenüber den Kontrollperoxisomen wurden mit einem ungepaarten t-Test ermittelt 
(**: p < 0,01).
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vor, die auch an andere Stellen des Tubulins binden. Somit sind mehr Stellen entlang der Mikro-
tubuli für eine Anlagerung der Peroxisomen blockiert. Bei der ATP-Release-Fraktion handelt es 
sich um eine Mischung aus verschiedenen MAPs und Motorproteinen. Da auch hier eine deut-
liche Hemmung der Anlagerung von Peroxisomen an Mikrotubuli zu beobachten war, scheint 
der inhibitorische Effekt der MAPs den stimulierenden Effekt der Motorproteine (siehe Abbil-
dung 19) zu überwiegen.
4.1.2. Zugabe von Motorproteinen
Ein hoch signifi kanter Anstieg der Bindung wurde durch Zugabe der Motorproteine Kinesin 
und Dynein und des Dynein-assoziierten Proteins Dynactin zu den Peroxisomen, unmittelbar 
bevor diese in den Bindungsassay eingesetzt wurden, erreicht (Abbildung 19). Dynein war mit 
einer dreifachen Steigerung des Bindunglevels am effektivsten, während Kinesin die Bindung 
der Peroxisomen an Mikrotubuli auf 130 % und Dynactin auf 242 % erhöhte. Diese Ergebnisse 
deuten darauf hin, daß die Motorproteine Dynein und Kinesin sowie das Dynein--assoziierte 
Protein Dynactin in der Lage sind, die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli zu ver-
mitteln. Diese Rolle ist unabhängig von der Motoraktivität von Kinesin und Dynein zu sehen, 
da es keinen Unterschied machte, ob den Versuchsansätzen mit den Motorproteinen ATP zuge-
fügt wurde oder nicht.
4.1.3. Zugabe von CLIP-115
Mit CLIP-115 wurde der Einfl uß eines Proteins aus der CLIP-Familie auf die in vitro Bindung 
von Peroxisomen an Mikrotubuli getestet. Dazu wurden den Peroxisomen unmittelbar vor 
deren Einsatz in den Bindungsassay verschiedene Konzentrationen an GST-CLIP-115 zuge-
fügt. Vom Fusionsprotein GST-CLIP-115, das aus Glutathion-S-Transferase (GST) und den 
Aminosäuren 1 – 333 von CLIP-115 (inclusive der beiden Mikrotubuli-Bindungsdomänen, 
siehe auch HOOGENRAAD et al. 2000) besteht, kann der CLIP-115-Anteil nicht ohne weitere 








































Abbildung 19: Motorproteine erhöhen die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli. Der in vitro 
Bindungsassay wurde ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. Den Kontroll-Peroxisomen (PoKo) wurden 
vor ihrem Einsatz in den Bindungsassay Kinesin (50 µg Protein/ml), Dynactin (50 µg Protein/ml), bzw. Dynein 
(50 µg Protein/ml) zugefügt. Nicht supplementierte Peroxisomen (PoKo) dienten als Kontrolle. Die Säulen sind 
Mittelwerte ± Standardfehler von 4 Experimenten. Signifi kante Unterschiede gegenüber den Kontroll-Peroxiso-
men wurden mit einem ungepaarten t-Test ermittelt (**: p < 0,01).
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Deshalb wurde das komplette aufgereinigte Fusionsprotein in den Bindungsassay eingesetzt. 
GST-CLIP-115 steigerte die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli in einer konzentrations-
abhängigen Weise bis zum 5-fachen des Kontrollwertes (Abbildung 20). Schon so geringe Kon-
zentrationen wie 2 µg GST-CLIP-115/ml führten zu einem signifi kanten Anstieg der Bindung. 
Daß dieser Anstieg nicht auf den GST-Teil des Fusionsproteines zurückzuführen ist, bewies 
die Kontrolle mit nicht konjugiertem GST, wo keine Veränderung der Bindungseigenschaften 
zu verzeichnen war. Auch eine potentielle Bindungssteigerung durch Kontaminationen des auf-
gereinigten GST-CLIP-115 mit Proteinen des bakteriellen Zellysates kann ausgeschlossen wer-
den, da die Kontrolle mit bakteriellem Zellysat nicht zu einer Erhöhung der Bindung von Per-
oxisomen an Mikrotubuli führte. Insgesamt ist der hier beobachtete stimulierende Effekt von 
CLIP-115 unerwartet, da zu vermuten war, daß CLIP-115 die Mikrotubuli besetzt und somit die 
Anlagerung von Peroxisomen behindern würde. Zudem fehlt dem Fusionsprotein der C-Termi-
nus von CLIP-115, der die potentielle Organellen-bindende Domäne enthält.
4.2. Einfl uß von Phosphorylierung auf die in vitro Bindung von Peroxisomen an 
Mikrotubuli
Der Einfl uß von Phosphorylierung auf die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli in vitro 
wurde untersucht, indem dem Bindungsassay ATP, ADP, ATP-Analoga, ein ATP-depletierendes 
System, Proteinkinasen, ein Kinase-Inhibitor bzw. ein Phosphatase-Inhibitor zugefügt wurden. 
Zudem wurde untersucht, welche Proteine in vitro phosphoryliert werden.
4.2.1. Zugabe von ATP, ADP und ATP-Analoga
Die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli wurde durch die Zugabe von 2 mM ATP 
ungefähr verdoppelt (Abbildung 21). Dieser signifi kante Anstieg wurde durch die Zugabe von 
Kreatinphosphat und Kreatinkinase, einem ATP-regenerierenden System, weiter verstärkt auf 












































































































































































































Abbildung 20: Rekombinantes CLIP-115 steigert die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli. 
Der in vitro Bindungsassay wurde ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. Den Kontroll-Peroxisomen 
(PoKo) wurden vor ihrem Einsatz in den Bindungsassay verschiedene Mengen an GST-CLIP-115 (0,5, 2, 5, 10, 
bzw. 20 µg/ml) zugefügt. Nicht supplementierte Peroxisomen (PoKo) dienten als Kontrolle. Als weitere Kontrol-
len dienten Ansätze, bei denen den Peroxisomen GST (5 µg/ml) bzw. bakterielles Zellysat (5 µg/ml) zugefügt 
wurde. Die Säulen sind Mittelwerte ± Standardfehler von 4 Experimenten. Signifi kante Unterschiede gegenüber 
den Kontroll-Peroxisomen wurden mit einem ungepaarten t-Test ermittelt (*: p < 0,05, **: p < 0,01).
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kinase zu einer Reduktion der Bindung auf 49 % des Wertes für Kontrollperoxisomen. ADP und 
die ATP-Analoga ATP-γ-S und AMP-PNP beeinfl ußten die Bindung nicht signifi kant. Der feh-
lende Einfl uß der nicht-hydrolysierbaren ATP-Analoga in Verbindung mit dem stimulierenden 
Effekt von ATP – insbesondere bei ATP-Regeneration – und dem inhibitorischen Einfl uß der 
ATP-Depletion, weisen auf eine Phosphorylierung durch ATP-Hydrolyse und nicht auf ATP-
Anlagerung als Ursache dieser Effekte hin.
4.2.2. Zugabe einer Kinase und eines Kinase-Inhibitors
Um die mögliche Rolle der ATP-Hydrolyse zu überprüfen, wurde der Einfl uß einer Kinase und 
eines Kinase-Inhibitors im Bindungsassay ausgetestet. Durch das Zufügen einer Proteinkinase 
(katalytische Untereinheit der cAMP-abhängigen Proteinkinase) in Verbindung mit ATP, wurde 
das hohe Bindungsniveau nach ATP-Zugabe weiter auf annähernd das 3-fache des Kontrollwer-
tes gesteigert (Abbildung 22). Dieser Effekt war bereits beim Einsatz von Kreatinkinase zu 
beobachten (siehe Abbildung 21). 
Der Einsatz von Staurosporin, einem wirkungsvollen generellen Inhibitor von Proteinkina-
sen, führte zu einer Verringerung der Bindung von sowohl ATP- als auch ATP- und Proteinki-
nase-supplementierten Peroxisomen an Mikrotubuli. Dabei wurde die Bindung auf das Niveau 
abgesenkt, das für Kontrollperoxisomen erhalten wurde. Auch der Einsatz von Staurosporin 
ohne ATP und Proteinkinase führte zu ähnlichen Bindungswerten, wie bei nicht supplementier-
ten Peroxisomen. Das bedeutet, daß Staurosporin allein keine inhibitorische Wirkung auf die 
in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli auszuüben scheint, sondern daß dessen Wir-
kung auf die Hemmung der Proteinkinase zurückzuführen ist. Die Proteinkinase benötigte zur 
Stimulierung der Bindung ATP; ohne dieses Substrat war sogar ein inhibierender Effekt auf die 
























































































Abbildung 21: Einfl uß von ATP, ADP, ATP-Analoga und ATP-Depletion auf die in vitro Bindung von Per-
oxisomen an Mikrotubuli. Der in vitro Bindungsassay wurde ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. 
Den Kontroll-Peroxisomen (PoKo) wurden vor ihrem Einsatz in den Bindungsassay ATP (2 mM), ATP (2 mM) 
+ Kreatinphosphat (13,3 mM) + Kreatinkinase (13,3 U/ml) (Kreatin P & K), ADP (2 mM), ATP-γ-S (2 mM), 
AMP-PNP (2 mM), bzw. das ATP-depletierende System Glukose (10 mM) + Hexokinase (15 U/ml) zugefügt. 
Nicht supplementierte Peroxisomen (PoKo) dienten als Kontrolle. Die Abbildung verdeutlicht den bindungsstei-
gernden Effekt von ATP, insbesondere in der Gegenwart von Kinasen. Dagegen beeinfl ussten ATP-Analoga und 
ADP die Bindung nicht und ATP-Depletion verminderte sie. Die Säulen sind Mittelwerte ± Standardfehler von 
4 Experimenten. Signifi kante Unterschiede gegenüber den Kontroll-Peroxisomen wurden mit einem ungepaarten 
t-Test ermittelt (*: p < 0,05, **: p < 0,01).
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Diese Versuche unterstreichen die Bedeutung der Phosphorylierung durch ATP-Hydrolyse für 
die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli. Der stimulierende Effekt von ATP in 
Abwesenheit einer zugefügten Proteinkinase läßt die Existenz einer endogenen Kinaseaktivität, 
die auch nach der Aufreinigung der Peroxisomen erhalten bleibt, vermuten.
4.2.3. Zugabe eines Phosphatase-Inhibitors
Der Einfl uß von Phosphatasen im Bindungsassay wurde indirekt durch den Einsatz von Oka-
darsäure getestet (Abbildung 23). Okadarsäure, ein selektiver Inhibitor von Serin/Threonin-
Phosphatasen, bewirkte eine Erhöhung der Bindung auf 153 %. Noch etwas deutlicher war die 
Erhöhung der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli nach Zugabe von Okadarsäure 
in Kombination mit ATP (auf 185 % des Kontrollwertes). Aufgrund der relativ hohen Streuung 
der Meßwerte ergab sich jedoch kein signifi kanter Unterschied zum Versuchsansatz mit Oka-
darsäure ohne zugefügtes ATP. Der stimulierende Effekt von Okadarsäure war deutlich geringer 
als die Bindungssteigerung, die durch die Proteinkinase in Gegenwart von ATP hervorgerufen 
wurde (vergleiche Abbildung 22). Die Wirksamkeit des Phosphatase-Inhibitors Okadarsäure 
deutet auf das Vorhandensein einer endogenen Phosphatase, die die Bindung der Peroxisomen 
an Mikrotubuli in vitro herunterregulieren kann. 
4.2.4. In vitro Phosphorylierung von Proteinproben
Nachdem gezeigt werden konnte, daß die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli 
durch ATP-Hydrolyse gesteigert wird, sollte untersucht werden, welche Proteine dabei phos-
phoryliert werden. Dazu wurde ein in vitro Phosphorylierungsassay durchgeführt, bei dem 
verschiedene Proteinproben mit [γ-32P]-ATP inkubiert wurden. Nach elektrophoretischer Auf-
trennung der Proteine, Färben und Trocknen der Gele wurde die Autoradiographie der phos-





























































































































Abbildung 22: Einfl uß einer Kinase und eines Kinase-Inhibitors auf die in vitro Bindung von Peroxisomen 
an Mikrotubuli. Der in vitro Bindungsassay wurde ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. Den Kontroll-
Peroxisomen (PoKo) wurden vor ihrem Einsatz in den Bindungsassay ATP (2 mM), ATP (2 mM) + Proteinkinase 
(PK; katalytische Untereinheit der cAMP-abhängigen Proteinkinase aus Schweineherz; 125 U/ml), ATP (2 mM) 
+ PK (125 U/ml) + Staurosporin (Stauro; 100 nM), ATP (2 mM) + Stauro (100 nM), PK (125 U/ml) + Stauro 
(100 nM), Stauro (100 nM), bzw. PK (125 U/ml) zugefügt. Nicht supplementierte Peroxisomen (PoKo) dienten 
als Kontrolle. Die Abbildung unterstreicht den hemmenden Effekt des Kinase-Inhibitors Staurosporin auf die 
Bindungssteigerung durch ATP. Die Säulen sind Mittelwerte ± Standardfehler von 4 Experimenten. Signifi kante 
Unterschiede gegenüber den Kontroll-Peroxisomen wurden mit einem ungepaarten t-Test ermittelt (*: p < 0,05, 
**: p < 0,01).
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Während bei Peroxisomen-Präparationen mehrere Polypeptide phosphoryliert wurden (deut-
liche Banden bei ungefähr 40 kDa, 45 kDa, 55 kDa und 220 kDa), konnte bei Proteinen des 




























































Abbildung 23: Der Phosphatase-Inhibitor Okadarsäure erhöht die in vitro Bindung von Peroxisomen an 
Mikrotubuli. Der in vitro Bindungsassay wurde ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. Den Kontroll-
Peroxisomen (PoKo) wurden vor ihrem Einsatz in den Bindungsassay Okadarsäure (1 µM), ATP (2 mM) bzw. ATP 
(2 mM) + Okadarsäure (1µM) zugefügt. Nicht supplementierte Peroxisomen (PoKo) dienten als Kontrolle. Die 
Säulen sind Mittelwerte ± Standardfehler von 4 Experimenten. Signifi kante Unterschiede gegenüber den Kontroll-















Abbildung 24: In vitro Phosphorylierungsassay mit [γ-32P]-ATP. Die Proteinproben (Peroxisomenlösung, KCl-
Eluat) wurden mit 0,4 mM [γ-32P]-ATP (10 µCi/µl) und Proteinkinase (2 U/Ansatz, katalytische Untereinheit der 
cAMP-abhängigen Proteinkinase aus Schweineherz) inkubiert, die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und 
das Gel anschließend gefärbt und getrocknet. Dann wurde ein Röntgenfi lm aufgelegt, für 80 Stunden exponiert 
und entwickelt. Während im KCl-Eluat keine in vitro Phosphorylierung festgestellt werden konnte, wiesen die 
Peroxisomen mehrere phosphorylierte Polypeptidbanden auf. Zur Bestimmung des Molekulargewichtes der Ban-
den wurde der „high range” Molekulargewichtsstandard benutzt.
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4.3. Einfl uß der Vorbehandlung von Peroxisomen auf deren in vitro Bindung an 
Mikrotubuli
Um aufzuklären, welche Eigenschaften der Peroxisomen für die in vitro Bindung an Mikrotu-
buli von Bedeutung sind, wurden die Peroxisomen auf unterschiedliche Weise vorbehandelt 
und daraufhin ihre Bindungseigenschaften im Bindungsassay überprüft. Die Vorbehandlung 
der Peroxisomen umfaßte die Inkubation mit Proteasen und NEM sowie die Behandlung mit 
KCl.
4.3.1. Vorbehandlung von Peroxisomen mit Proteasen und NEM
Eine hochsignifi kante Reduktion der Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli wurde auf-
grund der Vorbehandlung der Peroxisomen mit den Proteasen Trypsin und Proteinase K sowie 
der alkylierenden Substanz NEM beobachtet (Abbildung 25). Die Bindung war reduziert auf 
13 % (Trypsin-behandelte Peroxisomen), 5 % (Proteinase K-behandelte Peroxisomen), bzw. 
auf 38 % (NEM-behandelte Peroxisomen) des Wertes für nicht behandelte Peroxisomen. Somit 
ist die Bindung der Peroxisomen an Mikrotubuli Protease- und NEM-sensitiv.
4.3.2. Vorbehandlung von Peroxisomen mit KCl 
Die Vorbehandlung von Peroxisomen mit 100 mM KCl, die zu einer Entfernung peripherer 
Membranproteine führt und zum Teil auch Matrixproteine extrahiert, resultierte in einer signi-
fi kanten Verminderung der Bindung auf 64 % des Levels für nicht behandelte Peroxisomen 
(Abbildung 26). Dieser Effekt war konzentrationsabhängig und für Konzentrationen von 
≥ 100 mM KCl signifi kant. Die Behandlung mit KCl scheint ein peripheres Protein der Per-
oxisomenmembran abzulösen, das für die in vitro Bindung an Mikrotubuli wichtig ist und das 

















































Abbildung 25: Die Vorbehandlung von Peroxisomen mit Proteasen und NEM reduziert ihre in vitro Bin-
dung an Mikrotubuli. Der in vitro Bindungsassay wurde ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. Die 
Peroxisomen (Po) wurden vorbehandelt mit TPCK-behandeltem Trypsin (0,1 mg Protein/ml), mit Proteinase K 
(1 mg protein/ml), bzw. mit NEM (4 mM). Nicht vorbehandelte Peroxisomen (PoKo) dienten als Kontrolle. Die 
Säulen sind Mittelwerte ± Standardfehler von mindestens 4 Experimenten. Signifi kante Unterschiede gegenüber 
den Kontroll-Peroxisomen wurden mit einem ungepaarten t-Test ermittelt (**: p < 0,01).
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4.4. Einfl uß von Cytosol auf die in vitro Bindung von Peroxisomen an 
Mikrotubuli
Zur Untersuchung des Einfl usses von cytosolischen Proteinen auf die in vitro Bindung von 
unbehandelten und behandelten Peroxisomen an Mikrotubuli wurde dem Bindungsassay unbe-
handeltes Rattenlebercytosol und vorbehandeltes Rattenlebercytosol zugefügt. Des weiteren 
wurden Bindungsassays mit einem zusätzlichen Cytosol-Inkubationsschritt durchgeführt.
4.4.1. Zugabe von Cytosol zu vorbehandelten Peroxisomen
Die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli in vitro wurde zwar durch Vorbehandlung der 
Peroxisomen mit KCl reduziert (siehe auch Abbildung 26), sie wurde aber durch Zugabe 
von Rattenlebercytosol vollkommen wiederhergestellt (Abbildung 27). Sowohl die Absenkung 
des Bindungslevels durch KCl-Behandlung, als auch die Wiederherstellung der Bindungkapa-
zität mit Cytosol ist signifi kant bzw. hoch signifi kant. Dagegen konnte die reduzierte Bindung 
infolge der Trypsin-Vorbehandlung der Peroxisomen durch die Zugabe von Rattenlebercytosol 
nicht kompensiert werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daß der KCl-sensitive peroxi-
somale Bindungsfaktor durch ein oder mehrere cytosolische Proteine funktionell ersetzt wer-
den kann. Denkbar ist auch, daß ein cytosolischer Pool dieses peripheren Proteins der Peroxi-
somenmembran vorliegt. Im Kontrast dazu wird durch die Protease-Behandlung die Bindungs-
fähigkeit der Peroxisomen an Mikrotubuli irreversibel reduziert. Somit scheint dieser Protease-
Effekt nicht auf die Proteolyse des KCl-sensitiven peripheren peroxisomalen Membranproteins 
zurückzuführen zu sein. Vielmehr könnte die proteolytisch bedingte Modifi kation eines poten-
tiellen peroxisomalen Membranrezeptors für den KCl-sensitiven Bindungsfaktor der Grund für 
den Verlust von Bindungskapazität sein.
4.4.2. Cytosol-Konzentrationsreihe
Der im vorigen Abschnitt beschriebene Effekt von Rattenlebercytosol auf die in vitro Bindung 
von KCl-behandelten Peroxisomen an Mikrotubuli wies eine Konzentrationsabhängigkeit auf 























Abbildung 26: Die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli wird durch die Vorbehandlung der 
Peroxisomen mit KCl reduziert. Der in vitro Bindungsassay wurde ausgeführt und die Bindung wurde quantifi -
ziert. Die Peroxisomen wurden mit verschiedenen KCl-Konzentrationen (0,01 M, 0,033 M, 0,1 M, 0,33 M, 1 M) 
vorbehandelt. Nicht vorbehandelte Peroxisomen dienten als Kontrolle. Die Werte sind Mittelwerte ± Standardfeh-
ler von mindestens 4 Experimenten. Signifi kante Unterschiede gegenüber den Kontroll-Peroxisomen wurden mit 
einem ungepaarten t-Test ermittelt (*: p < 0,05, **: p < 0,01).
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die Bindungskapazität von KCl-behandelten Peroxisomen noch weiter auf etwa 20 % des Wer-
tes für nicht behandelte Kontrollperoxisomen absank, trat nach Zugabe höherer Cytosol-Kon-
zentrationen (5 bzw. 10 mg Protein/ml) eine Wiederherstellung der Bindungskapazität auf das 
Niveau der nicht behandelten Kontrollperoxisomen ein. Sowohl das Absenken der Bindungs-
fähigkeit KCl-behandelter Peroxisomen mit geringen Cytosolmengen als auch die Steigerung 
der Bindungsfähigkeit mit höheren Cytosolmengen, war signifi kant bzw. hoch signifi kant. Die-
ser gegensätzliche Effekt von Cytosol könnte darauf zurückzuführen sein, daß bei niedrigen 
Cytosol-Konzentrationen der Einfl uß von cytosolischen Proteinen, die einen inhibitorischen 
Effekt auf die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli haben, überwiegt. Bei höhe-
Abbildung 27: Die Zugabe von Cytosol kann die Bindungskapazität von KCl-behandelten Peroxisomen 
wiederherstellen, nicht aber die von Protease-behandelten Peroxisomen. Der in vitro Bindungsassay wurde 
ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. Zu den KCl-vorbehandelten Peroxisomen (PoKCl) und den Tryp-
sin-vorbehandelten Peroxisomen (PoTrypsin) wurde vor dem in vitro Bindungsassay Rattenlebercytosol (5 mg 
Protein/ml) hinzugefügt. Deren Bindungskapazität wird verglichen mit nicht vorbehandelten Peroxisomen (PoKo), 
bzw. mit PoKCl oder PoTrypsin, die nicht mit Cytosol supplementiert wurden. Die Säulen sind Mittelwerte ± Stan-
dardfehler von mindestens 4 Experimenten. Signifi kante Unterschiede gegenüber den Kontroll-Peroxisomen wur-










































































Abbildung 28: Die Bindungskapazität von KCl-behandelten Peroxisomen hängt von der Konzentration des 
zugefügten Cytosols ab. Der in vitro Bindungsassay wurde ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. Zu 
den KCl-vorbehandelten Peroxisomen wurden vor dem in vitro Bindungsassay verschiedene Konzentrationen an 
Rattenlebercytosol (1, 2,5, 5, bzw. 10 mg Protein/ml) hinzugefügt. Deren Bindungskapazität wird verglichen mit 
nicht supplementierten Peroxisomen. Während niedrige Cytosolkonzentrationen die Bindung inhibierten, steiger-
ten höhere Konzentrationen die Bindung. Die Werte sind Mittelwerte ± Standardfehler von 4 Experimenten. Signi-
fi kante Unterschiede gegenüber den nicht supplementierten Peroxisomen wurden mit einem ungepaarten t-Test 
ermittelt (*: p < 0,05, **: p < 0,01).
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ren Cytosol-Konzentrationen könnte dann der Einfl uß von cytosolischen Proteinen zum Tragen 
kommen, die die Bindung steigern.
4.4.3. Vorinkubation mit Cytosol
Wie bereits erwähnt wurde, übt Cytosol einen gegensätzlichen Effekt auf die in vitro Bindung 
von Peroxisomen an Mikrotubuli aus. Um die Einfl üsse des Cytosols, die auf eine Interaktion 
mit Mikrotubuli beruhen, selektiv zu betrachten, wurde ein zusätzlicher Inkubationsschritt mit 
Rattenlebercytosol in das Protokoll des Bindungsassays eingefügt. Dazu wurden die Wells 
nach dem Blocken mit Casein mit Cytosol inkubiert und danach mit Puffer gewaschen, so 
daß im Well nur die cytosolischen Proteine verblieben, die spezifi sch an Mikrotubuli banden. 
Anschließend wurde der Bindungsassay mit der Inkubation von KCl-behandelten Peroxisomen 
wie gewohnt fortgeführt. Durch die Vorinkubation der Mikrotubuli mit Cytosol konnte die Bin-
dungskapazität der Peroxisomen deutlich auf das 2,5-fache des Ausgangswertes gesteigert wer-
den (Abbildung 29). Somit ist der die Bindung stimulierende Effekt des Cytosols auf Proteine 
zurückzuführen, die mit Mikrotubuli interagieren.
4.4.4. Zugabe von vorbehandeltem Cytosol
Um die Eigenschaften der cytosolischen Proteine, die die in vitro Bindung von Peroxisomen an 
Mikrotubuli stimulieren, weiter zu untersuchen, wurde das Rattenlebercytosol auf verschiedene 
Weise vorbehandelt und dann zu den Peroxisomen in den Bindungsassay zugegeben. Die Vor-
behandlungen von Cytosol mit den Proteasen Trypsin und Proteinase K sowie der alkylieren-
den Substanz NEM verhinderten nicht nur den positiven Einfl uß von Cytosol auf die Bindung 
KCl-behandelter Peroxisomen an Mikrotubuli, sie führten sogar zu einer signifi kanten Reduk-
tion auf 26 – 30 % des Bindungsniveaus, das für nicht-supplementierte KCl-behandelte Per-
oxisomen erhalten wurde (Abbildung 30). Somit scheinen die cytosolischen Proteine, die die 
Bindungskapazität der Peroxisomen steigern, Protease- und NEM-sensitiv zu sein. Durch die 
Inaktivierung dieser Proteine können dann die inhibitorischen Faktoren des Cytosols wieder 
















































Abbildung 29: Der bindungssteigernde Effekt von 
Cytosol beruht auf cytosolischen Proteinen, die 
an Mikrotubuli binden. Der in vitro Bindungsassay 
wurde ausgeführt und die Bindung wurde quan-
tifi ziert. Abweichend vom Standard-Bindungsassay 
wurde ein zusätzlicher Inkubationsschritt eingescho-
ben. Nach dem Blocken mit Casein wurden die Wells 
für 40 Minuten mit 40 µl Cytosol (5 mg Protein/ml) 
inkubiert und einmal mit 50 µl pro Well P/G/T-Puffer 
gewaschen. Die Vorinkubation mit Cytosol führte zu 
einer deutlichen Bindungssteigerung. Die Säulen sind 
Mittelwerte ± Standardfehler von 4 Experimenten. Der 
signifi kante Unterschied gegenüber den Kontroll-Per-
oxisomen wurde mit einem ungepaarten t-Test ermit-
telt (**: p < 0,01).
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5. Identifi zierung und Isolierung von Proteinen, die an der in vitro 
Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli beteiligt sind
In diesem Abschnitt wird die Identifi zierung und Aufreinigung von Proteinen beschrieben, die 
an der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli beteiligt sind. Dazu wurden chroma-
tographische Methoden wie Gelfi ltration und Affi nitätschromatographie eingesetzt. Die so auf-
gereinigten Proteinfraktionen wurden mit dem Bindungsassay auf ihren bindungssteigernden 
Effekt getestet, und ihre Kreuzreaktivität in Immunoblots mit CLIP-Antikörpern wurde über-
prüft. Weiterhin wurde die Interaktion von Proteinen dieser Proteinfraktionen mit Mikrotubuli 
untersucht.
5.1. Fraktionierung von KCl-Eluat
Der in Abschnitt 4.3.2. beschriebene Versuch deutet darauf hin, daß durch KCl-Behandlung 
ein peripheres Protein der Peroxisomenmembran, das die Bindung an Mikrotubuli vermittelt, 
abgelöst wird. Nun sollte versucht werden, dieses Protein aus dem KCl-Eluat zu isolieren. Dazu 
wurde das KCl-Eluat mittels Gelfi ltration fraktioniert und die Fraktionen auf ihren Effekt im 
Bindungsassay getestet. Weiterhin wurde die Kreuzreaktivität dieser Fraktionen und verschie-
dener Peroxisomen-Präparationen mit Antikörpern gegen CLIPs überprüft. So sollte geklärt 
werden, ob ein Protein aus der CLIP-Proteinfamilie für die Vermittlung der in vitro Bindung 










































































































Abbildung 30: Die Steigerung der Bindungskapazität von KCl-behandelten Peroxisomen durch Cytosol ist 
Protease- und NEM-sensitiv. Der in vitro Bindungsassay wurde ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. 
Zu den KCl-vorbehandelten Peroxisomen (PoKCl) wurde vor dem in vitro Bindungsassay Rattenlebercytosol bzw. 
vorbehandeltes Rattenlebercytosol (jeweils 5 mg Protein/ml) hinzugefügt. Cytosol wurde mit TPCK-behandeltem 
Trypsin (0,1 mg Protein/ml), mit Proteinase K (1 mg protein/ml), bzw. mit NEM (4 mM) vorbehandelt. PoKCl 
dienten als Kontrolle. Die Säulen sind Mittelwerte ± Standardfehler von mindestens 4 Experimenten. Signifi kante 
Unterschiede gegenüber nicht supplementierten KCl-behandelten Peroxisomen wurden mit einem ungepaarten 
t-Test ermittelt (*: p < 0,05, **: p < 0,01).
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5.1.1. Fraktionierung von KCl-Eluat mittels Gelfi ltration
Zunächst sollte nachgeprüft werden, ob die KCl-Behandlung der Peroxisomen wie vermutet 
Proteine ablöst, die für die Bindung an Mikrotubuli wichtig sind, oder ob KCl auf andere Weise 
die Bindungsfähigkeit der Peroxisomen beeinträchtigt. Zur Klärung dieser Frage wurden Bin-
dungsassays durchgeführt, bei denen KCl-behandelte Peroxisomen mit dialysiertem KCl-Eluat 
supplementiert wurden. Die Dialyse diente der Entfernung des KCl. Abbildung 31 zeigt einen 
entwickelten Röntgenfi lm dieses Bindungsassays. Es ist deutlich zu sehen, daß die Bindungs-
fähigkeit KCl-behandelter Peroxisomen durch die Zugabe von dialysiertem KCl-Eluat erhöht 
wurde. Die Kontrolle mit dem Eluat von Peroxisomen, die mit Homogenisationspuffer anstelle 
von KCl inkubiert wurden, wies keine Bindungssteigerung auf. Damit wird die Hypothese 
bestätigt, daß die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli in der Tat von einem per-
oxisomalen Protein abhängt, das durch KCl von den Peroxisomen abgelöst wird.
Um dieses Protein aufzureinigen, wurde das KCl-Eluat mit einer Superdex-200 Säule frak-
tioniert. Mit dieser Säule erfolgt die Auftrennung der Proteine unter nativen Bedingungen ent-
sprechend ihrer Größe. Die Abbildung 32 illustriert diese Auftrennung. Dargestellt ist ein sil-
bergefärbtes SDS-Gel des KCl-Eluates und der Fraktionen 26 bis 43 des KCl-Eluates. Es wird 
deutlich, daß sich die Elution eines Proteines über mehrere Fraktionen hinzieht. Rot unterlegt 
sind die Fraktionen, die im Bindungsassay einen stimulierenden Effekt zeigten (siehe Abbil-
dung 33). In diesen Fraktionen (Fraktion 35 bis 39) ist die Gesamtproteinmenge wesentlich 
geringer als z.B. in den Fraktionen 29 bis 31. Anhand einer mit Proteinen bekannten Moleku-
largewichtes erstellten Eichgerade für die Superdex-200 Säule, wurde für die Fraktionen 35 
bis 39 ein Molekulargewicht der eluierenden nativen Proteine von etwa 150 kDa ermittelt. Es 
ist zu beachten, daß bei dem in Abbildung 32 dargestellten SDS-Gel die aufgetragenen Prote-
ine aufgrund der reduzierenden Bedingungen der SDS-PAGE in Polypeptidketten aufgetrennt 
wurden.
5.1.2. Fraktioniertes KCl-Eluat im Bindungsassay
Die Fraktionen des mit der Superdex-200 Säule aufgetrennten KCl-Eluates wurden zu den 
Peroxisomen-Präparationen im Bindungsassay zugefügt. Bestimmte Superdex-200 Fraktionen 
übten nicht nur einen ähnlich stimulierenden Effekt auf die Bindung KCl-behandelter Peroxi-
somen aus wie Cytosol, sie übertrafen sogar den Effekt von Cytosol um bis zu 56 % (Abbil-
dung 33 B). Einen Überblick über das Bandenmuster der Polypeptide der Superdex-200 Frak-





































Abbildung 31: Dialysiertes KCl-Eluat erhöht die Bindungskapazität von 
KCl-behandelten Peroxisomen. Der in vitro Bindungsassay wurde aus-
geführt. Hier dargestellt sind die Uratoxidase-Signale nach der ECL-Reak-
tion. KCl-behandelten Peroxisomen (PoKCl) wurde vor ihrem Einsatz im 
Bindungs assay dialysiertes KCl-Eluat (Eluat der Behandlung von Peroxiso-
men mit 0,1 M KCl) und dialysiertes Kontroll-Eluat (Eluat der Behandlung 
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Abbildung 32: Gelfi ltration von KCl-Eluat. Das Eluat von KCl-behandelten Peroxisomen wurde mit einer 
Superdex-200 Säule entsprechend den Molekulargewichten der Proteine chromatographisch aufgetrennt. Hier ist 
ein silbergefärbtes SDS-Gel mit Fraktionen dieser Säulenchromatographie, dem KCl-Eluat und dem „high range“ 
Molekulargewichtsstandard (MW) dargestellt. Die rot hervorgehobenen Fraktionen zeigten einen deutlich stimu-










































































Abbildung 33: Bestimmte Superdex-200 Fraktionen, die mit einem Antikörper gegen CLIP-115 kreuzrea-
gieren, erhöhen die Bindung von KCl-behandelten Peroxisomen an Mikrotubuli.
A Entwickelter Röntgenfi lm eines Immunoblots der Superdex-200 Fraktionen 33 bis 41 des KCl-Eluates 
(# 33 – # 41) mit dem NCLIP-115-Antikörper. Dieser Antikörper, der gegen den N-Terminus von CLIP-115 
gerichtet ist (DE ZEEUW et al. 1997), markierte eine einzige Polypeptidbande bei etwa 70 kDa. B Der in vitro 
Bindungsassay wurde ausgeführt und die Bindung wurde quantifi ziert. Zu den KCl-vorbehandelten Peroxisomen 
(PoKCl) wurde vor dem in vitro Bindungsassay Rattenlebercytosol (5 mg Protein/ml) bzw. die Superdex-200 
Fraktionen 33 bis 41 hinzugefügt. PoKCl dienten als Kontrolle. 
IV. ERGEBNISSE
75
5.1.3. Kreuzreaktionen mit CLIP-Antikörpern
Von essentieller Bedeutung für die Bindung von Organellen an Mikrotubuli scheinen Proteine 
aus der Familie der cytoplasmatischen Linker Proteine (CLIPs) zu sein (RICKARD und KREIS 
1996). Für zwei Proteine aus dieser Familie konnte diese Funktion bisher nachgewiesen wer-
den (siehe auch die Tabellen 6 und 7, Seite 85 und 89): für CLIP-170 (PIERRE et al. 1992) 
und CLIP-115 (DE ZEEUW et al. 1997). Um zu überprüfen, ob ein Protein aus der CLIP-Pro-
teinfamilie für die Vermittlung der Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli in Frage kommt, 
wurde die Kreuzreaktivität der Superdex-200 Fraktionen des KCl-Eluates und von verschiede-
nen Peroxisomen-Präparationen mit Antikörpern gegen CLIPs getestet. Aufgrund der großen 
Homologie der bekannten CLIP-Proteine, insbesondere der beiden N-terminalen Mikrotubuli-
Bindungsdomänen, ist eine Kreuzreaktion von CLIPs mit Antikörpern gegen andere CLIPs 
nicht unwahrscheinlich. 
Superdex-200 Fraktionen, die die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli stimulierten, 
zeigten in Immunoblots mit einem Antikörper gegen den N-Terminus von CLIP-115 
(NCLIP-115) (DE ZEEUW 1997) eine einzige immunreaktive Bande bei etwa 70 kDa (Abbil-
dung 33 A). Die Intensität dieser Bande korrelierte mit dem stimulierenden Effekt der entspre-
chenden Superdex-200 Fraktion im Bindungsassay (vergleiche mit Abbildung 33 B). 
Die Superdex-200 Fraktionen mit dem stimulierenden Effekt im Bindungsassay zeigten 
auch mit einem Antikörper gegen CLIP-170 (PIERRE et al. 1992) eine immunreaktive Bande bei 
etwa 70 kDa, wenngleich diese Kreuzreaktion deutlich schwächer ausgeprägt war, als mit dem 
Antikörper gegen CLIP-115. Abbildung 34 zeigt eine Markierung von mehreren Polypeptiden 
des KCl-Eluates mit dem CLIP-170-Antikörper, u.a. ein Polypeptid von etwa 70 kDa. Diese 
Bande ist auch bei der Superdex- 200 Fraktion 37 zu fi nden, sowie eine weitere noch schwä-
chere Bande von etwa 75 kDa. 
Bei Immunoblots mit verschiedenen Peroxisomen-Präparationen markierte der NCLIP-115-
Antikörper eine Polypeptidbande von ebenfalls ca. 70 kDa (Abbildung 35). Dabei zeigten 












Abbildung 34: CLIP-170-Antikörper kreuzreagieren 
in Immunoblots mit einem 70 kDa Protein aus Super-
dex-200 Fraktionen des KCl-Eluates, die im Bindungs-
assay die Bindungskapazität KCl-behandelter Peroxi-
somen erhöhen. Dargestellt ist ein entwickelter Röntgen-
fi lm eines Immunoblots von KCl-Eluat und der Super-
dex-200 Fraktion 37 des KCl-Eluates (# 37) mit einem 
Antikörper gegen CLIP-170 (2D6 und 4D3, PIERRE et al. 
1992). Dieser Antikörper markierte bei # 37 eine Poly-
peptidbande von etwa 70 kDa (Pfeil) und direkt darüber 
eine schwächere Bande. Zur Bestimmung des Moleku-




(0,01 M) behandelt wurden, sowie NEM-behandelte Peroxisomen ein starkes Signal. Die 
Behandlung von Peroxisomen mit höheren KCl-Konzentrationen (0,1 M, 0,33 M) und mit den 
Proteasen Trypsin und Proteinase K führte zu einer starken Reduktion der Bandenintensität. 
Auch nach Behandlung der Peroxisomen mit 0,33 M KCl ließ sich das 70 kDa Polypeptid noch 
nachweisen, wie man es auf Röntgenfi lmen mit längerer Expositionszeit sehen konnte. 
Die Kreuzreaktion eines 70 kDa Polypeptides aus den Superdex-200 Fraktionen, die im 
Bindungsassay die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli steigern, mit Antikörpern gegen 
CLIP-115 und CLIP-170, weist auf die mögliche Beteiligung eines CLIP-ähnlichen Proteines 
an der Bindung hin. Dieser Hinweis wird unterstützt durch die Kreuzreaktion des CLIP-115-
Antikörpers mit einem Polypeptid aus peroxisomalen Präparationen, welches das gleiche Mole-
kulargewicht aufweist. Dieses Polypeptid wird durch KCl- und Protease-Behandlung von den 
Peroxisomen entfernt, was im Einklang mit der stark reduzierten Bindungskapazität der so vor-
behandelten Peroxisomen im Bindungsassay steht (siehe Abbildungen 25 und 26). Das starke 
immunreaktive Signal des 70 kDa Polypeptids bei den NEM-behandelten Peroxisomen könnte, 
hinsichtlich der geringen Bindungskapazität dieser Peroxisomen im Bindungsassay, ein Hin-
weis darauf sein, daß NEM das 70 kDa Polypeptid alkyliert und dadurch dessen Bindungs-
eigenschaften beeinträchtigt, es aber nicht von den Peroxisomen ablöst.
5.1.4. Einfl uß von Kompetition mit Antikörpern und Immundepletion auf den Effekt 
von fraktioniertem KCl-Eluat im Bindungsassay
Zur weiteren Bestätigung des bindungssteigernden Effektes von KCl-Eluat und bestimmten 
Superdex-200 Fraktionen des KCl-Eluates, wurden Bindungsassays durchgeführt, bei denen 
das KCl-Eluat und die Superdex-200 Fraktion 38 immundepletiert wurden, bzw. Antikörper 
zwecks Kompetition zugefügt wurden.
Der stimulierende Effekt von Superdex-200 Fraktion 38 des KCl-Eluates im Bindungs assay 
wurde durch die zusätzliche Inkubation der Peroxisomen-Präparation mit dem NCLIP-115-
Antikörper aufgehoben (Abbildung 36 A). Analog dazu führte die Behandlung mit MTCLIP-1, 
einem Mausantiserum, das gegen eine Peptidsequenz aus der hochkonservierten Mikrotubuli-
Bindungsdomäne der CLIPs hergestellt wurde, zum Aufheben des stimulierenden Effektes der 
Superdex-200 Fraktionen 38. Die Inkubation mit dem entsprechenden Präimmunserum min-































Abbildung 35: Ein 70 kDa Protein peroxisomaler Präparationen kreuzreagiert mit einem Antikörper gegen 
CLIP-115. Dargestellt ist ein entwickelter Röntgenfi lm eines Immunoblots von verschiedenen Peroxisomen-Prä-
parationen mit dem NCLIP-115-Antikörper, der gegen den N-Terminus von CLIP-115 gerichtet ist (DE ZEEUW et 
al. 1997). Dieser Antikörper markierte eine prominente Polypeptidbande bei etwa 70 kDa, insbesondere bei den 
Kontrollperoxisomen, den NEM-behandelten Peroxisomen und den mit 0,01 M KCl behandelten Peroxisomen. 
Die Peroxisomen (Po) wurden vorbehandelt mit verschiedenen KCl-Konzentrationen (0,01 M, 0,1 M, 0,33 M), 
mit Proteinase K (1 mg Protein/ml), mit TPCK-behandeltem Trypsin (0,1 mg Protein/ml), bzw. mit NEM (4 mM). 
Nicht vorbehandelte Peroxisomen (PoKo) dienten als Kontrolle. 
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Durch Immundepletion des KCl-Eluates (Abbildung 36 C) und der Superdex-200 Fraktion 38 
des KCl-Eluates (Abbildung 36 D) mit dem MTCLIP-1-Immunserum wurde der stimulierende 
Einfl uß des KCl-Eluates bzw. der Fraktion 38 aufgehoben. Im Gegensatz dazu vermochte 
die Kontrolldepletion mit dem entsprechenden Präimmunserum die Bindungssteigerung durch 
KCl-Eluat und Fraktion 38 nicht zu beeinträchigen. 
Die Kompetitionsversuche und insbesondere die Depletionsversuche deuteten darauf hin, 
daß der Peptidantikörper gegen die Mikrotubuli-Bindungsdomäne der CLIPs mit dem für die 
Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli wichtigen Protein des KCl-Eluats, bzw. dessen 
Superdex-200 Fraktionen, interagiert. Dies ist ein weiteres Indiz für die Bedeutung eines CLIP-













































































































































































































Abbildung 36: Antikörper gegen CLIPs und Immundepletion heben den stimulierenden Einfl uß von KCl-
Eluat und fraktioniertem KCl-Eluat auf die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli auf. Der 
in vitro Bindungsassay wurde ausgeführt. Hier dargestellt sind die Uratoxidase-Signale nach der ECL-Reaktion.
A Nicht vorbehandelten Peroxisomen (PoKo) wurde vor ihrem Einsatz im Bindungsassay Superdex-200 
Fraktion 38 des KCl-Eluates (# 38) bzw. # 38 + NCLIP-115-Antikörper (gerichtet gegen den N-Terminus von 
CLIP-115, DE ZEEUW et al. 1997) zugefügt. B Den Peroxisomen wurde vor ihrem Einsatz im Bindungsassay # 38, 
# 38 + MTCLIP-1-Immunserum (ein Maus-Antiserum gegen ein synthetisches Peptid aus der hochkonservierten 
Mikrotubuli-Bindungsdomäne der CLIP-Proteinfamilie), bzw. # 38 + MTCLIP-1-Präimmunserum (als Kontrolle 
zum Immunserum) zugefügt. C Den Peroxisomen wurde vor ihrem Einsatz im Bindungsassay KCl-Eluat, mit 
MTCLIP-1-Immunserum depletiertes KCl-Eluat bzw. mit MTCLIP-1-Präimmunserum depletiertes KCl-Eluat 
(als Depletionskontrolle) zugefügt. D Den Peroxisomen wurde vor ihrem Einsatz im Bindungsassay # 38, mit 
MTCLIP-1-Immunserum depletierte # 38 bzw. mit MTCLIP-1-Präimmunserum depletierte # 38 (als Depletions-
kontrolle) zugefügt. A – D PoKo diente jeweils als Kontrolle.
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5.2. Proteine, die mit Mikrotubuli interagieren
Nachdem der bisherige Schwerpunkt auf der Interaktion von Proteinen mit Peroxisomen lag, 
sollte nun die Assoziation dieser Proteine an Tubulin bzw. an Mikrotubuli genauer untersucht 
werden. Dazu wurden Tubulin-Overlay-Blots und Mikrotubuli-Sedimentationsassays durchge-
führt.
5.2.1. Tubulin-Overlay-Blot
Beim Tubulin-Overlay-Blot handelt es sich um einen Immunoblot, dem ein zusätzlicher Inku-
bationsschritt mit Tubulin eingefügt wird. Das Tubulin, das sich an die aufgeblotteten Polypep-
tide des Immunoblots anlagert, wird nach den üblichen Immuninkubationsschritten (u.a. mit 
einem Primärantikörper gegen Tubulin) und der ECL-Reaktion detektiert. Abbildung 37 zeigt 
das Bandenmuster von den Polypeptiden, die mit Tubulin interagieren. Bei den Peroxisomen-
Präparationen, dem KCl-Eluat und der Superdex-200 Fraktion 37 des KCl-Eluates sind zahlrei-
che Polypeptide zu erkennen, die von Tubulin markiert wurden. Der Pfeil in der Abbildung hebt 
eine Bande von etwa 70 kDa hervor, die beim KCl-Eluat und der Fraktion 37 deutlich sichtbar 
ist. Ein Polypeptid gleichen Molekulargewichtes scheint eine für die Assoziation von Peroxi-
somen an Mikrotubuli wichtige Rolle zu spielen (siehe Abschnitt 5.1.3.). Zur Klärung, ob das 
70 kDa Polypeptid, das mit Tubulin interagiert, identisch ist mit dem durch CLIP-Antikörper 















Abbildung 37: Im Tubulin-Overlay-Blot wird bei fraktioniertem KCl-Eluat u.a. ein 70 kDa Protein mar-
kiert. Hier ist ein Tubulin-Overlay-Blot von nicht vorbehandelten Peroxisomen (PoKo), mit KCl vorbehandelten 
Peroxisomen (PoKCl), KCl-Eluat und Superdex-200 Fraktion 37 des KCl-Eluates (# 37) präsentiert. Nach SDS-
PAGE und Western-Blotting der hier aufgeführten Proben erfolgte die Inkubation der Blotmembran mit Tubulin. 
Anschließend wurde an die Membran gebundenes Tubulin mit einem β-Tubulin-Antikörper markiert und die Ban-
den nach Inkubation mit dem entsprechenden Meerettichperoxidase-gekoppelten Sekundärantikörper (RaM-IgG-
HRP) und der ECL-Reaktion visualisiert. Der „high range“ Molekulargewichtsstandard diente zur Bestimmung 









Abbildung 38: Ein Antikörper gegen CLIP-115 markiert in Immunoblots ein 70 kDa Polypeptid, das mit 
Mikrotubuli cosedimentiert. A Silbergefärbtes SDS-Gel von Proteinen des KCl-Eluates, die mit Mikrotubuli 
cosedimentierten und mit NaCl eluiert wurden. Bei der prominenten Bande von 55 kDa handelt es sich um Tubu-
lin. B Entwickelter Röntgenfi lm eines Immunoblots dieser Proteinfraktion mit dem NCLIP-115-Antikörper, der 
gegen den N-Terminus von CLIP-115 gerichtet ist (DE ZEEUW et al. 1997). Durch den Pfeil ist die starke Bande 







































Abbildung 39: Affi nitätschromatographie von fraktioniertem KCl-Eluat. Die vereinigten Superdex-200 Frak-
tionen 35 bis 39 des KCl-Eluates (# 35 – 39) wurden mit einer NHS-aktivierten Säule, an die ein Peptidantikör-
per (MTCLIP-1) gegen einen hochkonservierten Abschnitt der Mikrotubuli-Bindungsdomäne der CLIP-Proteinfa-
milie gekoppelt wurde, affi nitätsgereinigt. Hier sind zwei silbergefärbte SDS-Gele dargestellt: A KCl-Eluat und 
# 35 – 39; B affi nitätsgereinigte # 35 – 39. Der „high range“ Molekulargewichtsstandard diente der Bestimmung 




Mit dem Mikrotubuli-Sedimentationsassay wurden Proteine des Eluates KCl-behandelter Per-
oxisomen, die mit Mikrotubuli interagieren, zusammen mit den Mikrotubuli pelletiert und 
durch NaCl-Zugabe eluiert. Das Bandenmuster der so hergestellten Proteinfraktion im silber-
gefärbten SDS-Gel ist in Abbildung 38 A dargestellt. Wie zu erwarten war, cosedimentierten 
mehrere Proteine mit Mikrotubuli, u.a. ist eine schwache Polypeptidbande bei etwa 70 kDa zu 
sehen. Ein Immunoblot mit dem NCLIP-115-Antikörper weist eine deutliche Kreuzreaktion 
mit dieser 70 kDa Polypeptidbande auf (siehe Pfeil, Abbildung 38 B). 
Dieser Versuch zeigt die Interaktion eines KCl-extrahierbaren peroxisomalen Polypeptids 
von 70 kDa sowohl mit Mikrotubuli, als auch mitnem CLIP-Antikörper und liefert somit einen 
weiteren Beleg für die Rolle eines CLIP-ähnlichen 70 kDa Polypeptides bei der Vermittlung der 
Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli in vitro.
5.3. Affi nitätsreinigung von fraktioniertem KCl-Eluat
Da die Fraktionierung des KCl-Eluates mit der Superdex-200 Säule Fraktionen mit mehreren 
Polypeptiden ergab, sollte durch den Einsatz eines weiteren Chromatographieschrittes die im 
Bindungsassay wirksame Proteinfraktion weiter aufgereinigt werden. Für die hierfür einge-
setzte Affi nitätschromatographie wurde zunächst, nach der Affi nitätsreinigung des MTCLIP-1-
Antiserums (das gegen ein synthetisches Peptid aus der hochkonservierten Mikrotubuli-Bin-
dungsdomäne der CLIPs gerichtet ist), der aufgereinigte MTCLIP-1-Antikörper an eine NHS-
aktivierte Affi nitätssäule gekoppelt. Mit dieser Säule wurde dann die Affi nitätsreinigung von 
den vereinigten Superdex-200 Fraktionen 35 bis 39 des KCl-Eluates durchgeführt. In der Abbil-
dung 39 sind die chromatographischen Aufreinigungsschritte des KCl-Eluates durch silber-
gefärbte Gele dokumentiert. Links ist das Bandenmuster des KCl-Eluates zu sehen, in der Mitte 
sind die vereinigten Superdex-200 Fraktionen 35 bis 39 des KCl-Eluates dargestellt und rechts 
die affi nitätsgereinigte Fraktion 35 bis 39. Zwar wurden durch die Affi nitätsreinigung die mei-
sten Polypeptidbanden aus der Proteinfraktion eliminiert, jedoch fi nden sich neben dem Poly-
peptid von etwa 70 kDa (siehe Pfeil) noch weitere Polypeptide in der affi nitätsgereinigten Pro-
teinfraktion. Darunter ist eine starke Polypeptidbande von etwa 80 kDa, die auch schon im KCl-
Eluat als starke Bande zu fi nden war. 
Um zu testen, ob diese affi nitätsgereinigte Proteinfraktion (APF) die in vitro Bindung von 
Peroxisomen an Mikrotubuli steigert, wurde ein Bindungsassay durchgeführt. In Abbildung 40 
ist ein entwickelter Röntgenfi lm dieses Bindungsassays zu sehen. Durch die APF wurde die 










































Abbildung 40: Affi nitätsgereinigtes fraktioniertes KCl-Eluat erhöht die 
Bindungskapazität von KCl-behandelten Peroxisomen. Der in vitro Bin-
dungsassay wurde ausgeführt. Hier dargestellt sind die Uratoxidase-Signale 
nach der ECL-Reaktion. KCl-behandelten Peroxisomen (PoKCl) wurde vor 
ihrem Einsatz im Bindungsassay eine affi nitätsgereinigte Proteinfraktion 
(APF) und als Kontrolle mit TPCK-behandeltem Trypsin (0,1 mg Protein/ml) 
inkubierte APF zugefügt. Die APF wurde nach Affi nitätschromatographie der 
Superdex-200 Fraktionen 35 bis 39 des KCl-Eluates mit einer NHS-aktivier-
ten Säule, an die ein Peptidantikörper (MTCLIP-1) gegen einen hochkonser-




dem die APF einem Trypsinverdau ausgesetzt wurde, führte nicht zu einer Bindungssteige-
rung.
Dieser Versuch zeigt, daß auch nach Gelfi ltration und Affi nitätsreinigung des Eluates KCl-
behandelter Peroxisomen der bindungssteigernde Effekt der so erhaltenen Proteinfraktion erhal-
ten bleibt. Zwar konnte mit den chromatographischen Aufreinigungen nicht eine einzelne Poly-
peptidbande isoliert werden, jedoch weisen die hier dargestellten Versuche (insbesondere die 
Kreuzreaktionen mit CLIP-Antikörpern, die Interaktion eines 70 kDa Polypeptides mit Mikro-
tubuli und die Überprüfung des Einfl ußes der entsprechenden Proteinfraktionen auf den Bin-
dungsassay) klar auf die wichtige Rolle eines 70 kDa Polypeptides für die in vitro Interaktion 




1. Die Morphologie der in vitro Assoziation von Peroxisomen an 
Mikrotubuli 
Mit Hilfe der Negativkontrast-Elektronenmikroskopie und konfokaler Laserscanningmikros-
kopie konnte die spezifi sche in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli gezeigt werden 
und somit die mit Video-verstärkter Kontrastmikroskopie gemachten Beobachtungen (SCHRA-
DER et al. 1996a, THIEMANN et al. 2000) bestätigt werden. Es zeigte sich, daß isolierte Ratten-
leberperoxisomen entlang des gesamten Mikrotubulus in großer Anzahl spezifi sch binden. 
Durch die Fluoreszenzmarkierung des Peroxisomen-spezifi schen Enzyms Uratoxidase konnte 
der eindeutige Beweis erbracht werden, daß es sich bei den dargestellten Organellen in der Tat 
um Peroxisomen handelt.
Zahlreiche Bindungsstudien nutzten die Negativkontrast-Elektronenmikroskopie zum Nach-
weis der in vitro Bindung von verschiedenen Organellen an Mikrotubuli. Bei axoplasmati-
schen Vesikeln (PRATT 1986), Lysosomen (MITHIEUX et al. 1988, RAJAS et al. 1996), sekreto-
rischen Granula (SUPRENANT und DENTLER 1982, SEVERIN et al. 1991), cytoplasmatischen Gra-
nula (ROTHWELL et al. 1989), Exocytose-Vesikeln (VAN DER SLUIJS et al. 1990), Golgi-Vesikeln 
(COFFE und RAYMOND 1990) und Mitochondrien (JUNG et al. 1993) wurde – wie in dieser Studie 
über Peroxisomen – mit dieser Methode die enge in vitro Bindung an MAP-freie Mikrotubuli 
gezeigt. Auch mittels Elektronenmikroskopie an Ultradünnschnitten wurde die enge Assozia-
tion von axoplasmatischen Vesikeln (PRATT 1986) bzw. Phagosomen (BLOCKER et al. 1996) an 
MAP-freie Mikrotubuli nachgewiesen. In einem Versuch mit MAP-vorinkubierten Mikrotubuli 
(SUPRENANT und DENTLER 1982) wiesen die sekretorischen Granula, die in Abwesenheit der 
MAPs eng an den Mikrotubulus assoziiert waren, einen größeren Abstand zum Mikrotubulus 
auf (ca. 20 bis 40 nm). Diese Beobachtung steht im Einklang mit der Funktion der MAPs als 
Abstandhalter. Bei der Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli wäre ebenfalls ein größerer 
Abstand zwischen Organell und mit MAPs assoziierten Mikrotubuli zu erwarten, falls die Bin-
dung nicht durch MAPs verhindert würde. Weiterhin wurde die spezifi sche in vitro Bindung 
von Golgi Membranen an Mikrotubuli mit Doppelimmunfl uoreszenz und Video-verstärkter 
Kontrastmikroskopie gezeigt (MURATA et al. 1992).
Die Ergebnisse der morphologischen Studien bestätigten eindeutig die Bindung der isolier-
ten Partikel, die mittels Immunfl uoreszenz als Peroxisomen identifi ziert wurden, an Mikrotu-
buli.
2. Der in vitro Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay
In der hier vorliegenden Arbeit wird der erste semiquantitative in vitro Peroxisomen-Mikrotu-
buli Bindungsassay vorgestellt. Dieses in vitro System basiert auf der Bindung von Organellen 
an Mikrotubuli, die an die Oberfl äche von Mikrotiterplatten gebunden sind, und ermöglicht die 
Quantifi zierung der Bindung, sowie die Untersuchung der Bindungsbedingungen und der an 
der Bindung beteiligten Komponenten.
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2.1. Validierung des in vitro Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassays
Die Validität dieses Bindungsassays wurde durch mehrere voneinander unabhängige Kriterien 
bestätigt: 
• die Auswertung der Uratoxidase-Signale auf den Immunoblots ist quantitativ
• die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli hängt von der Konzentration der Mikrotubuli 
und der Peroxisomen ab, ist exakt reproduzierbar und für beide Komponenten zu sättigen 
• die Bindung der Peroxisomen setzt polymerisierte Mikrotubuli voraus und kann durch 
Zugabe freier Mikrotubuli und Antikörper gegen ein peroxisomales Membranprotein kom-
petitiv gehemmt werden
• für die Bindung an Mikrotubuli werden intakte Peroxisomen, umgeben von einer Membran, 
benötigt, da isolierte peroxisomale Cores nicht binden
• die Bindungsintensität hängt von der Inkubationszeit, der Temperatur, dem pH-Wert und den 
zugefügten Nukleotiden ab
• die Vorbehandlung der Peroxisomen mit Proteasen, NEM und KCl reduziert ihre Bindungs-
fähigkeit
• die verminderte Bindung von KCl-behandelten Peroxisomen kann durch einen oder mehrere 
cytosolische Faktoren, die Protease- und NEM-sensitiv sind, kompensiert werden
Der hier vorgestellte in vitro Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay erweist sich als eine 
geeignete Methode, um die spezifi sche in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli mit 
hoher Reproduzierbarkeit quantitativ zu erfassen.
2.2. Eigenschaften der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli
In diesem Abschnitt sollen die Eigenschaften der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikro-
tubuli kurz zusammengefaßt werden, bevor im nächsten Abschnitt die Ergebnisse des Peroxi-
somen-Mikrotubuli Bindungsassays mit anderen Studien zur in vitro Bindung von Organellen 
an Mikrotubuli verglichen werden. Folgende Schlüsse lassen sich aus den Versuchen mit dem 
Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay ziehen:
• Voraussetzung der in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli sind auspolymerisierte 
Mikrotubuli. MAPs werden für die Bindung nicht benötigt, sie behindern sogar die Anlage-
rung der Peroxisomen.
• Essentiell für die Bindung der Peroxisomen ist ein Rezeptor bzw. Rezeptorkomplex an der 
Peroxisomenmembran. Dieser Rezeptor ist Protease- und NEM-sensitiv und wird durch 
diese Agentien irreversibel geschädigt.
• Zur Vermittlung der Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli wird mindestens ein Protein 
benötigt. Bei diesem Protein, das Protease- und NEM-sensitiv ist, handelt es sich anschei-
nend um ein an die Peroxisomenmembran assoziiertes Protein, das durch KCl-Behandlung 
von der Peroxisomenmembran abgelöst wird und von dem auch ein cytosolischer Pool exis-
tiert. Möglicherweise ist dieses Protein ein neues Mitglied der CLIP-Proteinfamilie mit 
einem Molekulargewicht von etwa 70 kDa.
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• Obwohl auch zugegebene Motorproteine die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli ver-
stärken können, ist der genannte Bindungsfaktor für die in vitro Bindung von essentieller 
Bedeutung.
• Die in vitro Bindung wird durch ATP gesteigert. Dieser ATP-Effekt scheint auf der ATP-
Hydrolyse durch eine endogene Kinase zu beruhen. Welcher Faktor dabei phosphoryliert 
wird, ist bislang noch unklar.
2.3. Vergleich mit anderen in vitro Organellen-Mikrotubuli Bindungsassays
Die in dieser Arbeit untersuchte Interaktion von Peroxisomen mit Mikrotubuli zeigt Ähnlich-
keiten zur in vitro Bindung anderer membranumgrenzter Zellorganellen (für eine Übersicht 
siehe Tabelle 6), weist aber auch einige unterschiedliche Merkmale auf, wie weiter unten aus-
führlich diskutiert wird. Eine ähnliche Abhängigkeit der Bindungskapazität von der Konzentra-
tion der Mikrotubuli wurde für Mitochondrien (JUNG et al. 1993), trans-Golgi-Vesikel (COFFE 
und RAYMOND 1990) und Lysosomen (MITHIEUX et al. 1988) gezeigt. Die Bindung der Per-
oxisomen war sättigbar, wie die der Endocytose-Vesikel (SCHEEL und KREIS 1991) und der 
Golgi-Vesikel (KARECLA und KREIS 1992). Ebenso wie bei Endocytose-Vesikeln (SCHEEL und 
KREIS 1991), wurde die Bindung der Peroxisomen an Mikrotubuli durch Kompetition mit freien 
Mikrotubuli deutlich herabgesetzt. Die in vitro Bindung von diversen membranumgrenzten 
Organellen an Mikrotubuli stieg – wie die der Peroxisomen – mehr oder weniger linear mit 
der Zeit an und erreichte ein Plateau nach 20 bis 60 Minuten (BLOCKER et al. 1996, MITHIEUX 
et al. 1988, SCHEEL und KREIS 1991). Während die Phagosomen-Mikrotubuli-Bindung wenig 
Unterschied zwischen 25 und 37°C zeigte (BLOCKER et al. 1996), war die Bindung der Peroxiso-
men, ähnlich wie die der Lysosomen (MITHIEUX et al. 1988), bei höheren Temperaturen deutlich 
gesteigert.
2.3.1. Die Bindung der Peroxisomen an Mikrotubuli ist Protease- und NEM-sensitiv
Die Behandlung von Organellen mit Trypsin (SEVERIN et al. 1991, VAN DER SLUIJS et al. 1990, 
BLOCKER et al. 1996, MURATA et al. 1992, SCHEEL und KREIS 1991, KARECLA und KREIS 1992) 
oder Proteinase K (BLOCKER et al. 1996, MURATA et al. 1992) reduzierte die Bindung an Mikro-
tubuli oder blockierte sie sogar vollständig, was auf die Beteiligung eines Membranproteines 
hindeutet. Diese Proteaseabhängigkeit konnte auch für Peroxisomen nachgewiesen werden, so 
daß das Vorhandensein eines für die Bindung wichtigen peroxisomalen Membranproteins ver-
mutet werden kann. 
Unterschiedliche Effekte auf die Bindung von Organellen an Mikrotubuli werden von der 
alkylierenden Substanz NEM berichtet. Während Exocytose (VAN DER SLUIJS et al. 1990) und 
Endocytose-Vesikel (SCHEEL und KREIS 1991), sowie Golgi-Vesikel (MURATA et al. 1992) von 
einer NEM-Behandlung nicht beeinfl ußt wurden, fanden KARECLA und KREIS (1992) eine ver-
stärkte Bindung bei NEM-behandelten Golgi-Vesikeln. Andererseits blockierte NEM-Behand-
lung die Bindung von Lysosmen an Mikrotubuli (MITHIEUX et al. 1988). Die Wirkung von NEM 
beruht auf der Alkylierung von Sulfhydryl-Gruppen, wie sie z.B. in der Aminosäure Cystein 
vorkommen. Proteine, die Cysteine im aktiven Zentrum aufweisen, können daher durch NEM-
Behandlung inaktiviert werden. So beobachteten WALKER et al. (1997) in einem in vitro Moti-
litätsassay die Inhibierung der Bindung von Kinesin an Mikrotubuli durch die Vorbehandlung 
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des Kinesins mit NEM. Da die Bindung von Peroxisomen ebenfalls NEM-sensitiv war, kann 
vermutet werden, daß der oben erwähnte peroxisomale Membranrezeptor auch die Aminosäure 
Cystein enthält und durch NEM inaktiviert wird.
Tabelle 6: In vitro Bindungsstudien zur Interaktion von Zellorganellen mit Mikrotubuli. Mehrere 
Mikrotubuli-Bindungsassays führten zur Identifi kation von möglichen Bindungsproteinen.
VECM: Video-verstärkte Kontrastmikroskopie; FTCD: Formiminotransferase-Cyclodeaminase;
GDH: Glutamatdehydrogenase
2.3.2. Die KCl-Behandlung von Peroxisomen vermindert ihre Bindungsfähigkeit an 
Mikrotubuli und Zugabe von Cytosol stellt sie wieder her
Während die Entfernung peripherer Membranproteine durch Salzbehandlung mit 0,1 M KCl 
die Bindungsfähigkeit von Peroxisomen an Mikrotubuli deutlich verminderte, wurde die Bin-
dungsfähigkeit von Endosomen (SCHEEL und KREIS 1991) und Phagosomen (BLOCKER et al. 
1996) an Mikrotubuli durch Behandlung mit 1 M NaCl nicht bzw. nur leicht beeinträchtigt.
In verschiedenen in vitro Systemen scheint die Zugabe von Cytosol für die Bindung von 
Organellen an Mikrotubuli essentiell zu sein (VAN DER SLUIJS et al. 1990, SCHEEL und KREIS 1991, 
KARECLA und KREIS 1992, BLOCKER et al. 1996, NIELSEN et al. 1999), wohingegen andere Assays 
die Zugabe von Cytosol nicht benötigen (MITHIEUX et al. 1988, COFFE und RAYMOND 1990, SEVE-
RIN et al. 1991, MURATA et al. 1992, JUNG et al. 1993). Obwohl in dem hier dargestellten Assay-
system die Peroxisomen kein Cytosol für die Bindung an Mikrotubuli benötigten, kann Cytosol 
Zellorganelle Untersuchungsmethode mögliches MW Referenz
  Bindungsprotein [kDa]
Peroxisomen Mikrotiterplattenassay PoCLIP (?) 70 THIEMANN et al. 2000
axoplasmatische  Cosedimentationsassay 292 kDa Protein 292 PRATT 1986
Vesikel
Lysosomen Cosedimentationsassay GDH-Isoform 50 MITHIEUX et al. 1988
    RAJAS et al. 1996
Exocytose-Vesikel Cosedimentationsassay FTCD-Isoform 58 VAN DER SLUIJS et al. 1990
    HENNIG et al. 1998
Sekretgranula Cosedimentationsassay -  SHERLINE et al. 1977
Sekretgranula Cosedimentationsassay MAP2 200 SEVERIN et al. 1991
Golgi-Vesikel Cosedimentationsassay -  MURATA et al. 1992
Mitochondrien Cosedimentationsassay -  JUNG et al. 1993
Endocytose-Vesikel Magnetische Kügelchen CLIP-170 170 SCHEEL und KREIS 1991
    PIERRE et al. 1992
Golgi-Vesikel Magnetische Kügelchen -  KARECLA und KREIS 1992
trans-Golgi-Vesikel Refl otations-Technik -  COFFE und RAYMOND 1990
Phagosomen Lichtmikroskopischer Assay 150 kDa Protein 150 BLOCKER et al. 1996
Sekretgranula Lichtmikroskopischer Assay -  SUPRENANT und DENTLER 1982
Sekretgranula VECM, Elektronenmikroskopie -  ROTHWELL et al. 1989
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in einer dosisabhängigen Weise die Bindungsaktivität von KCl-vorbehandelten Peroxisomen 
komplett wiederherstellen, was auf die Existenz eines oder mehrerer cytosolischer Bindungs-
faktoren hinweist. In ähnlicher Weise konnte die Bindung von Golgi-Vesikeln (KARECLA und 
KREIS 1992) und Exocytose-Vesikeln (VAN DER SLUIJS et al. 1990) an Mikrotubuli mit steigenden 
Cytosolkonzentrationen erhöht werden. Weiterhin kann die NEM-Behandlung von Cytosol die 
Bindung von Organellen an Mikrotubuli beeinfl ußen. So verminderte die NEM-Behandlung 
des Cytosols die Bindung von Peroxisomen, Exocytose-Vesikeln (VAN DER SLUIJS et al. 1990) 
und Golgi-Vesikeln (KARECLA und KREIS 1992), während es die Bindung von Endocytose-Vesi-
keln (SCHEEL und KREIS 1991) nicht beeinfl ußte.
2.3.3. Nukleotide können die Mikrotubuli-Bindungskapazität von Peroxisomen steigern
Die Sensitivität von in vitro Bindungsassays gegenüber Nukleotiden und Nukleotid-Analoga 
wurde zur Unterscheidung von Motorproteinen und regulatorischen Bindungsproteinen ohne 
Motorfunktion als Vermittler der Organellen-Mikrotubuli-Interaktion benutzt. Die Zugabe von 
Nukleotiden und Nukleotid-Analoga hatte auf die Mikrotubuli-Bindung verschiedener Zell-
organellen (SEVERIN et al. 1991, VAN DER SLUIJS et al. 1990, BLOCKER et al. 1996, JUNG et al. 1993, 
KARECLA und KREIS 1992) keinen Effekt, was darauf hindeutet, daß Proteine ohne Motoraktivi-
tät die Bindung vermitteln. Bei anderen Organellen, für die ebenfalls die Beteiligung von nicht-
Motorproteinen an der Bindung vorgeschlagen wurde, reduzierte die Zugabe von ATP die Bin-
dung. In diesem Zusammenhang muß betont werden, daß die Phosphorylierung vieler MAPs 
deren Interaktion mit Mikrotubuli herabsetzt (SATO-HARADA et al. 1996). So ist die vermin-
derte in vitro Bindung von Endocytose-Vesikeln an Mikrotubuli in der Gegenwart von ATP 
(SCHEEL und KREIS 1991) vermutlich auf die Ablösung des die Bindung vermittelnden Proteines 
CLIP-170 von den Mikrotubuli, verursacht durch die Phosphorylierung von CLIP-170, zurück-
zuführen (PIERRE et al. 1992, RICKARD und KREIS 1991). Auch für CLIP-115 konnte die Ablö-
sung von den Mikrotubuli durch Phosphorylierung gezeigt werden (HOOGENRAAD et al. 2000). 
MITHIEUX und ROUSSET (1988) berichteten von einer Hemmung der lysosomalen Bindung an 
Mikrotubuli durch ATP (unabhängig von der ATP-Hydrolyse), ADP und anderen Nukleotiden, 
was darauf hindeutet, daß das regulatorische Bindungsprotein zwar keine ATPase-Aktivität auf-
weist, aber Bindungsstellen für Nukleotide besitzt. Während die Motorproteine der Mikrotu-
buli in Abwesenheit von ATP oder in der Gegenwart von nichthydrolysierbaren ATP-Analoga 
fest an Mikrotubuli binden, dissoziieren sie in Gegenwart von ATP von den Mikrotubuli (VALE 
1996). Somit könnte die ATP-Abhängigkeit, wie sie für verschiedene Sekretgranula beschrie-
ben wurde (SHERLINE et al. 1977, SUPRENANT und DENTLER 1982, ROTHWELL et al. 1989), auf 
Motorproteine zurückzuführen sein. Bei den Golgi-Vesikeln, bei denen die in vitro Bindung 
durch ATP reduziert und durch ADP nicht beeinfl ußt wurde (MURATA et al. 1992), ist unklar, ob 
dies mit dem Einfl uß eines Motorproteines oder eines nicht-Motorproteines zu erklären ist.
In dieser Studie wurde gezeigt, daß Peroxisomen – im Gegensatz zu anderen Zellorganel-
len – in Gegenwart von ATP verstärkt an Mikrotubuli binden, insbesondere wenn ein ATP-
regenerierendes System eingesetzt wurde. Während ADP und ATP-Analoga nur geringen Ein-
fl uß hatten, wurde die Bindungskapazität durch ATP-Depletion vermindert. Diese Beobach-
tungen deuten darauf hin, daß die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli wahrscheinlich 
durch Phosphorylierung reguliert wird. Die Bindung axoplasmatischer Vesikel an Mikrotubuli 
war ebenfalls ATP-abhängig, allerdings – anders als bei Peroxisomen – auch abhängig von 
AMP-PNP. Dies deutet auf eine Funktion der Bindung von ATP unabhängig von dessen Hydro-
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lyse. Für die Vermittlung der Bindung wurde ein Protein von 292 kDa vorgeschlagen (PRATT 
1986). Weiterhin konnte gezeigt werden, daß die in vitro Bindung von frühen Endosomen an 
Mikrotubuli durch ATP verstärkt und durch ein ATP-depletierendes System vermindert wird, 
wobei die kleine GTPase Rab5 eine wichtige Rolle für die Bindung spielte (NIELSEN et al. 
1999). Die Beteiligung eines Motorproteines an der Bindung in diesem Bindungsassay wird 
ausgeschlossen durch den stimulierenden Effekt von ATP auf die Bindung von Peroxisomen 
an Mikrotubuli, der wahrscheinlich durch endogene Kinasen vermittelt wird, in Verbindung 
mit dem fehlenden Einfl uß der nicht hydrolysierbaren ATP-Analoga. Der hier beschriebene 
mutmaßliche Bindungsfaktor könnte durch Phosphorylierung reguliert werden, obwohl mit 
einem Phosphorylierungsassay mit [γ-32P]-ATP im fraktionierten KCl-Eluat kein phosphory-
liertes Protein entdeckt werden konnte. Eine alternative Erklärung ist die mögliche Aktivie-
rung eines Rezeptors auf der Peroxisomenmembran oder die Modulation eines Cofaktors durch 
Phosphorylierung. Verschiedene molekulare Mechanismen des Einfl usses der Phosphorylie-
rung auf die Interaktion von Organellen mit Mikrotubuli konnten mit Motilitätsstudien aufge-
zeigt werden. So führt die Phosphorylierung eines Serinrestes von MAP2 durch eine Mikrotu-
buli-assoziierte cAMP-abhängige Kinase zur Ablösung von MAP2 vom Mikrotubulus (LOPEZ 
und SHEETZ 1995). Weiterhin wird vermutlich die ATPase Aktivität von cytoplasmatischem 
Dynein durch eine Dynactin-abhängige Phosphorylierung der leichten Ketten des Dyneins 
reguliert (KUMAR et al. 2000).
2.3.4. MAPs hemmen die Peroxisomen-Mikrotubuli Bindung und Motorproteine 
steigern sie
In dieser Studie wurde gezeigt, daß die Zugabe verschiedener MAPs zu den Peroxisomen deren 
Bindung an Mikrotubuli inhibiert. Dies ist ein Hinweis darauf, daß – bezogen auf Peroxisomen 
– die MAPs als Abstandhalter und nicht als „Crosslinker” fungieren. Es ist denkbar, daß die 
peroxisomalen Bindungsfaktoren ähnliche Bindungsstellen auf den Mikrotubuli besetzen wie 
einzelne MAPs. Für die Motorproteine Dynein und Kinesin konnte gezeigt werden, daß sie 
mit MAP2 und TAU um fast die gleiche Bindungsdomäne des β-Tubulins konkurrieren (HAGI-
WARA et al. 1994). TAU behindert dadurch die Anlagerung von Kinesin und somit den Kinesin-
vermittelten Transport (TRINCZEK et al. 1999). Im Gegensatz dazu zeigten JUNG et al. (1993), 
daß MAP2 und TAU die Assoziation von isolierten Mitochondrien an Mikrotubuli stimulieren, 
wenn die Mitochondrien zuvor mit MAPs inkubiert wurden. Wenn dagegen die Mikrotubuli vor 
der Organellenzugabe mit den MAPs inkubiert wurden, war eine Verringerung der Bindung von 
Mitochondrien an Mikrotubuli festzustellen. 
Bei Peroxisomen wurde durch Zugabe der molekularen Motoren Kinesin und Dynein sowie 
des an Dynein-assoziierten Proteines Dynactin die Bindung an Mikrotubuli erhöht. Die Motor-
proteine, die in der Abwesenheit von ATP fest an Mikrotubuli binden (VALE 1996), sind 
anscheinend in der Lage, auch an die Peroxisomen zu assoziieren und vermitteln so deren Bin-
dung an Mikrotubuli. Daß für die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli ein nicht-Motor-
protein essentiell ist, zeigen die nachfolgend diskutierten Versuche, deren Ergebnisse die Betei-
ligung eines potentiellen CLIP-ähnlichen 70 kDa Polypeptides vermuten lassen.
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3. Proteine zur Vermittlung der in vitro Bindung von Peroxisomen an 
Mikrotubuli
Ein Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, die Proteine zu identifi zieren, die die Bindung von 
Peroxisomen an Mikrotubuli vermitteln. Der Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay diente 
dabei zur Untersuchung des Einfl usses aufgereinigter Proteinfraktionen, welche die mutmaß-
lichen Bindungsproteine enthielten, auf die in vitro Bindung der Peroxisomen an Mikrotubuli.
3.1. Proteine, die für die Bindung von Organellen an Mikrotubuli wichtig sind
In vitro Studien zur Interaktion von Organellen mit Mikrotubuli haben zur Identifi kation von 
verschiedenen Proteinen, die am Bindungsprozeß beteiligt sind, geführt (für eine Übersicht 
siehe Tabelle 6). Beispiele sind CLIP-170 bei Endocytose-Vesikeln (PIERRE et al. 1992), eine 
membrangebundene Isoform der Glutamatdehydrogenase bei Lysosomen (MITHIEUX und ROUS-
SET 1989, RAJAS et al. 1996), ein 150 kDa Protein bei Phagosomen (BLOCKER et al. 1996), 
eine Formiminotransferase-Cyclodeaminase Isoform bei Vesikeln des trans-Golgi Netzwerkes 
(HENNIG et al. 1998) und MAP2 bei chromaffi nen Granula (SEVERIN et al. 1991). Die funktio-
nelle Bedeutung der meisten dieser aufgrund ihrer in vitro Bindung an Mikrotubuli identifi -
zierten Proteine für den intrazellulären Transport in vivo muß noch geklärt werden. So wurde 
z.B. die Relevanz der Formiminotransferase-Cyclodeaminase für die Bindung von Vesikeln des 
trans-Golgi Netzwerkes an Mikrotubuli in vivo in Frage gestellt (BASHOUR und BLOOM 1998). 
Von verschiedenen anderen Proteinen wurde die Assoziation an bestimmte Zellorganellen 
beobachtet und anschließende Untersuchungen zeigten ihre Bedeutung für die Vermittlung der 
Organellen-Mikrotubuli Bindung. Eine Übersicht dieser Proteine bietet Tabelle 7. Die Rolle 
für die Bindung an Mikrotubuli wurde für CLIP-115 bei den sogenannten „dendritic lamellar 
bodies” (DE ZEEUW et al. 1997), für CLIMP-63 beim endoplasmatischen Retikulum (KLOPFEN-
STEIN et al. 1998), für Aut2p und Aut7p bei der Bindung von Autophagosomen (LANG et al. 
1998, KIRISAKO et al. 2000), für GMAP-210 beim cis-Golgi-Netzwerk (INFANTE et al. 1999) und 
für Hook3 bei Golgi-Vesikeln (WALENTA et al. 2001) gezeigt. 
3.2. Das mutmaßliche peroxisomale Bindungsprotein
Der in dieser Arbeit vorgestellte Bindungsassay wurde benutzt, um den Einfl uß von verschie-
denen Proteinfraktionen auf die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli zu testen. 
Zunächst wurde das KCl-Eluat mittels einer Superdex-200 Säule chromatographisch aufge-
trennt. Mehrere Fraktionen, die jeweils einige Polypeptidbanden in silbergefärbten SDS-Gelen 
aufwiesen, zeigten einen stimulierenden Einfl uß im Bindungsassay.
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Tabelle 7: Proteine, denen eine Vermittlerrolle für die Bindung von Zellorganellen an Mikrotubuli 
zugeschrieben wird. Bei mehreren Proteinen konnte eine Rolle bei der Bindung von verschiedenen Zell-
organellen an Mikrotubuli nachgewiesen werden.
3.2.1. Ein 70 kDa Polypeptid aus dem Eluat KCl-behandelter Peroxisomen 
kreuzreagiert mit Antikörpern gegen CLIPs
Um die Hypothese zu überprüfen, ob an der Bindung ein CLIP-ähnliches Protein beteiligt 
ist, wurden Superdex-200 Proteinfraktionen mit Hilfe von Immunoblots auf ihre Kreuzreak-
tivität mit CLIP-Antikörpern getestet. Der Antikörper gegen CLIP-170 zeigte eine schwache 
Kreuzreaktion mit einer Polypeptidbande von etwa 70 kDa, während ein Antikörper gegen den 
N-Terminus von CLIP-115 diese Polypeptidbande deutlicher markierte. Dabei korrelierte die 
Bandenstärke im CLIP-115 Immunoblot mit dem Ausmaß des bindungssteigernden Effektes 
der entsprechenden Superdex-200 Proteinfraktionen im Bindungsassay. Während die stimulie-
renden Superdex-200 Proteinfraktionen in SDS-Gelen eine einzelne mit dem CLIP-115-Anti-
körper kreuzreagierende Bande von etwa 70 kDa aufwiesen, wurden beim Cytosol neben die-
ser Bande noch weitere Banden markiert. Der N-Terminus von CLIP-115 enthält die beiden 
Mikrotubuli-Bindungsdomänen, die sich bei den bisher bekannten CLIPs durch ihre außer-
ordentlich hohe Homologie auszeichnen (zwischen 80 und 90 % Identität der Aminosäuren bei 
Protein MW[kDa] Interaktion mit Untersuchungsmethoden Referenz
CLIP-115 115 „dendritic lamellar  Klonierung und Sequenzierung DE ZEEUW et al. 1997
  bodies“ Transfektionen
   Mikrotubuli-Depolymerisation
CLIMP-63 63 endoplasmatisches  Transfektionen KLOPFENSTEIN et al. 1998
  Retikulum Deletionskonstrukte
   Cosedimentationsassay
Aut2p 57 Autophagosomen Klonierung und Sequenzierung LANG et al. 1998
Aut7p 14  Transfektionen
   Deletionskonstrukte
   „two-hybrid“-Assay
GMAP-210 210 cis-Golgi Netzwerk Klonierung und Sequenzierung INFANTE et al. 1999
   Transfektionen
   Deletionskonstrukte
   Glutathion-Kügelchen
   Cosedimentationsassay
Hook3 83 Golgi-Vesikel Klonierung und Sequenzierung WALENTA et al. 2001
   Transfektionen
   Cosedimentationsassay
Hook1 85 nicht identifi zierte Klonierung und Sequenzierung WALENTA et al. 2001
Hook2 83  Organellen Transfektionen
   Cosedimentationsassay
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den verschiedenen CLIPs der Wirbeltiere). Somit ist – vorausgesetzt, daß es sich bei der mar-
kierten Polypeptidbande von 70 kDa um ein Mitglied der CLIP-Proteinfamilie handelt – die 
Kreuzreaktion mit den CLIP-Antikörpern nicht verwunderlich.
3.2.2. Das 70 kDa Polypeptid vermittelt die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli
Weitere Versuchsergebnisse deuten darauf hin, daß es sich bei diesem Protein von etwa 
70 kDa um ein peroxisomales CLIP handeln könnte. So konnte die inhibitorische Wirkung des 
CLIP-115-Antikörpers und eines Peptidantikörpers gegen einen Abschnitt aus der hochkonser-
vierten Mikrotubuli-Bindungsdomäne der CLIPs auf die in vitro Bindung von Peroxisomen 
an Mikrotubuli gezeigt werden. Sowohl die Bindung des 70 kDa Polypeptids an Mikrotubuli, 
als auch die Assoziation eines Polypeptides mit gleichem Molekulargewicht an Peroxisomen 
konnte nachgewiesen werden. Die Assoziation des mit dem CLIP-115-Antikörper kreuzreagie-
renden 70 kDa Polypeptides an Peroxisomen war abhängig von der Vorbehandlung der Peroxi-
somen. So entfernte die Vorbehandlung der Peroxisomen mit Proteasen und KCl das Protein, 
was im Einklang mit der reduzierten Bindungsfähigkeit dieser Peroxisomen im Bindungs assay 
steht. Die Behandlung mit NEM führte nicht zu einer nennenswerten Entfernung des 70 kDa 
Polypeptides, wobei die in vitro Bindung dieser Peroxisomen an Mikrotubuli dennoch deutlich 
beeinträchtigt war. Dies könnte mit einer möglichen Inaktivierung des Peroxisomen-assoziier-
ten Bindungsfaktors durch NEM, die aber nicht zu dessen Ablösung vom Peroxisom führt, 
erklärt werden.
3.2.3. Das potentielle peroxisomale CLIP könnte als Homodimer vorliegen
Das potentielle peroxisomale CLIP von etwa 70 kDa könnte nativ als Homodimer vorliegen, da 
bei der Gelfi ltration mit der Superdex-200 Säule die Proteinfraktionen, die einen stimulieren-
den Effekt im Bindungsassay aufwiesen und die das potentielle CLIP-ähnliche 70 kDa Poly-
peptid enthielten, zu dem Zeitpunkt eluierten, bei dem – entsprechend der Eichgerade mit Pro-
teinen bekannten Molekulargewichtes – ein natives Protein von etwa 150 kDa eluieren würde. 
Von CLIP-170 (PIERRE et al. 1992, SCHEEL et al. 1999 ) und CLIP-115 (HOOGENRAAD et al. 2000) 
konnte gezeigt werden, daß sie als Homodimer vorliegen.
Die bisher beschriebenen CLIPs haben Molekulargewichte zwischen 115 und 190 kDa 
(PIERRE et al. 1992, DE ZEEUW et al. 1997, GRIPARIC et al. 1998, LANTZ und MILLER 1998). 
Das hier beschriebene potentielle peroxisomale CLIP weist mit ungefährt 70 kDa ein geringe-
res Molekulargewicht auf. Kürzlich wurde allerdings die Sequenz von CLIP-50 beschrieben, 
ein Maus-Protein von 50 kDa, das bei der Spermiogenese für die Formgebung des Spermien-
Kernes wichtig zu sein scheint; jedoch liegt noch keine Publikation darüber vor (Zugangsnum-
mer der Sequenz: AAD56414, GI:593918; eingereicht von Tarsounas, M., Pearlman, R.E. und 
Moens, P.B. 1999).
3.2.4. Rekombinantes CLIP-115 steigert die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli
Versuche mit GST-CLIP-115, einem rekombinanten bakteriellen Fusionsprotein von Gluta-
thion-S Transferase (GST) und dem N-Terminus von CLIP-115, zeigten einen deutlichen 
bindungssteigernden Effekt im Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay. Diese Steigerung, 
die nicht durch GST alleine ausgelöst werden konnte, ist überraschend, da zu vermuten ist, 
daß CLIP-115 die Mikrotubuli besetzt und somit die Anlagerung der Peroxisomen behindert. 
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Zudem fehlt dem Fusionsprotein der C-Terminus von CLIP-115, der die potentielle Organellen-
bindende Domäne enthält. Über die Gründe dieses starken GST-CLIP-115 Effektes kann nur 
spekuliert werden. Möglicherweise interagiert CLIP-115 oder GST mit den Peroxisomen und 
vermittelt über die Mikrotubuli-Bindungsdomänen des CLIP-115 die Bindung an Mikrotubuli.
3.2.5. Affi nitätsgereinigte Fraktionen mit dem potentiellen peroxisomalen CLIP 
steigern die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli
Wie bereits erwähnt befi nden sich in den Superdex-200 Proteinfraktionen des KCl-Eluates 
neben dem potentiellen peroxisomalen CLIP noch andere Proteine. Zur weiteren Aufreinigung 
dieser Proteinfraktionen wurden Affi nitätssäulen eingesetzt, an die Peptidantikörper gegen die 
hochkonservierte Mikrotubuli-Bindungsdomäne der CLIPs gekoppelt wurden. Mit der Affi -
nitätschromatographie konnte die Anzahl der Proteine in der aufgereinigten Proteinfraktion 
verringert werden und der stimulierende Einfl uß dieser Proteinfraktion im Bindungsassay 
konnte gezeigt werden. Jedoch befanden sich in der affi nitätsgereinigten Proteinprobe neben 
der 70 kDa Bande noch weitere Polypeptide, so daß zur Isolierung des Proteins weitere Aufrei-
nigungsschritte erforderlich sind. 
Zur Ermittlung der Sequenz des potentiellen peroxisomalen CLIP bietet sich die Durchfüh-
rung einer 2D-Gelelektrophorese mit anschließender massenspektrometrischer Bestimmung 
von Peptidsequenzen des 70 kDa Polypeptides an. Diese für die Zukunft geplanten Versuche 
werden klären, ob es sich bei dem 70 kDa Polypeptid wirklich um ein Mitglied der CLIP-
Proteinfamilie handelt.
4. Modelle zur Regulation der Bindung von Organellen an 
Mikrotubuli
4.1. Die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli
Die Ergebnisse dieser Arbeit legen den Schluß nahe, daß die in vitro Bindung von Peroxisomen 
an Mikrotubuli zumindest teilweise anderen Regulationsmechanismen unterworfen ist, als sie 
für andere Zellorganellen beschrieben wurden. Außergewöhnlich ist insbesondere die Steige-
rung der Bindungsaktivität durch ATP. Jedoch ist unklar, wie ATP die Bindung der Peroxiso-
men an Mikrotubuli stimuliert. Eine direkte Phosphorylierung des potentiellen peroxisomalen 
CLIP konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Angesichts der für Motorproteine, MAPs 
und CLIPs beschriebenen Lösung der Assoziation mit Mikrotubuli durch Phosphorylierung 
(RICKARD und KREIS 1991, SATO-HARADA et al. 1996, VALE 1996), erscheint die Ablösung des 
potentiellen peroxisomalen CLIP von den Mikrotubuli durch eine direkte Phosphorylierung 
des Proteins unwahrscheinlich. Die vermehrte Peroxisomen-Mikrotubuli Bindung durch ATP-
Hydrolyse könnte auch auf der Aktivierung eines peroxisomalen Membranrezeptors oder eines 
stimulierenden Cofaktors beruhen.
Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie wird für die Bindung von Peroxisomen an 
Mikrotubuli folgendes Modell vorgeschlagen: Die Bindung wird von einem Protein vermittelt, 
das peripher an die peroxisomale Membran assoziiert ist und von dem ein cytosolischer Pool 
existiert. Hierbei handelt es sich um ein peroxisomales CLIP, das Dimere bildet und ein
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Molekulargewicht von etwa 70 kDa aufweist. Das peroxisomale CLIP ist Protease- und NEM-
sensitiv und interagiert mit der Peroxisomenmembran über einen Membranrezeptor, der eben-
falls Protease- und NEM-sensitiv ist. Weiterhin kann das peroxisomale CLIP über seine Mikro-
tubuli-Bindungsdomänen, die homolog zu den Mikrotubuli-Bindungsdomänen der CLIP-Pro-
teinfamilie sind, an Mikrotubuli binden. Die Peroxisomen-Mikrotubuli Bindung wird durch 
Phosphorylierung reguliert. In Analogie zum Modell für CLIP-170 (RICKARD und KREIS 1996, 
SCHEEL et al. 1999), dem mit Abstand am besten charakterisierten Mitglied der CLIP-Familie, 
stellt die Abbildung 41 ein hypothetisches Schema für die CLIP-vermittelte Bindung von Per-
oxisomen an Mikrotubuli und für die mögliche Struktur des peroxisomalen CLIP dar. 
Der hier dargestellte in vitro Peroxisomen-Mikrotubuli Bindungsassay dient als Instrument 
für die Identifi kation und Charakterisierung von Proteinen, die auf molekularer Ebene an die-
sem Bindungsprozeß beteiligt sind. Zusätzlich könnten ähnlich konzipierte Assaysysteme für 
die Untersuchung der Interaktionen anderer membranumgrenzter Zellorganellen mit Mikrotu-
buli hilfreich sein.
4.2. Die Bindung von Organellen an Mikrotubuli und ihre Bedeutung für die 
Organisation der Zelle
Die temporäre morphologische Stabilität vieler Zellorganellen und deren geordnete Verteilung, 
vor allem in polarisierten Zellen, bedarf angesichts der hochdynamischen Prozesse in der Zelle, 
wie dem permanenten Fluß von Proteinen und Lipiden, einer Regulation. Bisher ist über die 
Abbildung 41: Modell für die in vitro Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli. Mögliche Struktur des mut-
maßlichen peroxisomalen cytoplasmatischen Linker-Proteins (PoCLIP) und dessen voraussichtliche Assoziation 
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Regulation des Gleichgewichtes von Dynamik und Stabilität der Zellorganellen kaum etwas 
bekannt und es existieren nur wenige Modelle. Eines davon ist das Modell zur Regulierung der 
Interaktion von Endosomen mit Mikrotubuli durch CLIP-170 (RICKARD und KREIS 1996, siehe 
auch Abbildung 2, Seite 17). Für CLIP-170 wurde vorgeschlagen, daß es zunächst an einen 
Rezeptor der Endosomenmembran assoziiert und nach seiner Dephosphorylierung (möglicher-
weise durch eine GTPase) die Verbindung zum Plusende des Mikrotubulus herstellt und die 
Anlagerung eines Motorkomplexes aus Dynein und Dynactin an das Endosom bewirkt. Der 
Motorkomplex ist so lange inaktiv, bis CLIP-170 aufgrund der Phosphorylierung durch eine 
Mikrotubuli-assoziierte Kinase vom Endosom und Mikrotubulus dissoziiert. Daraufhin erfolgt 
der Dynein-vermittelte Endosomentransport zum Minusende des Mikrotubulus. Für die Ver-
mittlung der Kinesin-Anlagerung und für die Bindung anderer Zellorganellen an Mikrotubuli 
wurde die Beteiligung weiterer CLIPs postuliert (RICKARD und KREIS 1996). 
Andere Studien beschreiben die Regulation der Bindung von Organellen an Mikrotubuli 
durch MAPs. Gestützt wird dies durch Experimente zur Überexpression von MAPs, die eine 
verminderte Motilität der Organellen zeigten (BULINSKI et al. 1997, EBNETH et al. 1998). Mit 
dem MAP-bindenden Protein Mapmodulin wurde ein regulierendes Protein gefunden, das die 
Interaktion von MAPs mit Mikrotubuli inhibiert (ULITZUR et al. 1997) und das Bestandteil eines 
zeitlichen und räumlichen Mechanismus der Regulation Mikrotubuli-basierender Motilität sein 
könnte (ITIN et al. 1999).
Neben den CLIPs und MAPs wurden weitere Proteine gefunden, die als statische Binde-
glieder zwischen Organellen und Mikrotubuli in Frage kommen (siehe Tabellen 6 und 7). Die 
Bedeutung der Phosphorylierung als zentralem Regulationsmechanismus, sowohl für zelluläre 
Transportprozesse, als auch für die stabile Assoziation der Organellen an Mikrotubuli, ist in 
den letzten zehn Jahren klar geworden. So wurde die Regulation von Bindungsproteinen, wie 
z.B. CLIP-170, durch Phosphorylierung beschrieben und es konnte gezeigt werden, daß auch 
die Aktivität der Motorproteine und ihre Assoziation mit Organellen durch Kinasen und Phos-
phatasen gesteuert wird (für einen Übersichtsartikel siehe ALLAN und SCHROER 1999). Wie aber 
das Zusammenspiel von Bindungsproteinen, Motorproteinen und deren Regulatoren gesteuert 
wird, ist noch wenig verstanden und bedarf der weiteren Erforschung.
5. Die Bedeutung der Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli
Peroxisomen weisen in den meisten Zellen eine gleichmäßige Verteilung auf, im Gegensatz 
zu manchen anderen Zellorganellen, die, wie z.B. der perinukleär organisierte Golgi-Apparat, 
in bestimmten Regionen der Zelle lokalisiert sind. In einigen wenigen Zelltypen sind die Per-
oxisomen nicht gleichmäßig verteilt. So sind sie in Nierenepithelzellen basal (ZAAR 1992) und 
in Darmepithelzellen apikal (GRABENBAUER et al. 2001) lokalisiert. Für die Positionierung der 
Organellen innerhalb der Zelle sind Mikrotubuli und Transportprozesse entlang der Mikrotu-
buli essentiell. In Zellkulturmodellen wurde die Bindung von Peroxisomen an Mikrotubuli 
gezeigt und die bidirektionale Bewegung eines kleinen Teils der Peroxisomen entlang der 
Mikrotubuli beschrieben (SCHRADER et al. 1996a, RAPP et al. 1996, WIEMER et al. 1997). Obwohl 
es Hinweise auf den Transport von Peroxisomen durch Dynein gibt (SCHRADER et al. 2000) 
und die Beteiligung von Kinesin am Transport vermutet wird, konnten weder Kinesin noch
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Dynein direkt an der Peroxisomenmembran lokalisiert werden. Auch Kinectin konnte bei Per-
oxisomen nicht nachgewiesen werden, während die Überexpression einer Dynactin-Unterein-
heit den Dynein-vermittelten Transport blockierte (SCHRADER et al. 2000) und Dynactin in vitro 
mit Peroxisomen cosedimentierte (Dr. M. Schrader, persönliche Mitteilung). Weitere Studien 
deuten auf die Regulation der Peroxisomen-Motiliät durch heterotrimere G-Proteine über den 
Gi/Go-Phospholipase A2-Signalweg (HUBER et al. 1997 und 1999). Extrazelluläre Costimulation 
von CHO-Zellen mit ATP und Lysophosphatidylsäure führte zum Arrest der Peroxisomen und 
zur Inhibierung der Peroxisomen-Motilität. Die Autoren postulieren als Endpunkt der Signal-
kaskade den indirekten Einfl uß von Arachidonsäure auf das peroxisomale CLIP oder auf die 
peroxisomalen Motorproteine (HUBER et al. 2000).
Hinsichtlich der funktionellen Bedeutung von Motilität und Assoziation der Peroxisomen 
an Mikrotubuli gibt es kaum experimentelle Befunde. Die durch Mikrotubuli gewährleistete 
gleichmäßige Verteilung der Peroxisomen in den meisten Zellen könnte Ausdruck für die Not-
wendigkeit peroxisomaler Stoffwechselprozesse in der gesamten Zelle sein. Allerdings scheint 
bei der Zellteilung die Verteilung der Peroxisomen auf die Tochterzellen zufällig zu sein, da 
nur wenige Peroxisomen mit der mitotischen Spindel interagieren (WIEMER et al. 1997). Ange-
sichts der biochemischen Heterogenität der Peroxisomen und der engen Assoziation mit ande-
ren Organellen, wie glattes endoplasmatisches Retikulum und Lipidvakuolen (GORGAS 1985, 
BLANCHETTE-MACKIE et al. 1995), ergeben sich mögliche Erklärungen für den Transport entlang 
der Mikrotubuli. Peroxisomen-Motilität könnte z.B. wichtig sein, um Organellen in anderen 
Regionen des Cytoplasmas zu erreichen und um dort mit anderen Peroxisomen bzw. anderen 
Organellen Proteine und Substrate auszutauschen. Mikrotubuli-vermittelte vorrübergehende 
und langandauernde Kontakte einzelner Peroxisomen untereinander konnten kürzlich gezeigt 
werden (SCHRADER et al. 2000). Weiterhin wurde neulich – angesichts der Heterogenität der 
Peroxisomen (ANGERMÜLLER und FAHIMI 1988, LÜERS et al. 1993) – die Fusion von bioche-
misch unterschiedlichen Peroxisomen nachgewiesen (TITORENKO et al. 2000, TITORENKO und 
RACHUBINSKI 2001). Dies legt die Existenz einer Fusionsmaschinerie nahe, die auf der Peroxi-
somenoberfl äche neben der gut charakterisierten Protein-Importmaschinerie und den vermu-
teten Bindungsproteinen organisiert sein könnte. Denkbar ist auch der Transport der Peroxi-
somen zu Orten in der Zelle, an denen die metabolische Aktivität bestimmter Peroxisomen-
Populationen erforderlich ist. So könnte in Pfl anzenzellen ein Mikrotubuli-vermittelter Trans-
port von Glyoxysomen zu den Lipidreserven in keimenden Ölsaaten erfolgen. Dort entwickeln 
sich nämlich zuerst die Glyoxysomen, die zumeist an Lipidvakuolen assoziiert sind und mit-
tels Glyoxylatzyklus die Umwandlung von Fetten in Kohlenhydrate betreiben. Nach dem Kei-
mungsprozeß entstehen die Peroxisomen, die eine völlig unterschiedliche Enzymausstattung 
aufweisen und in der Regel an Plastiden assoziiert sind (HUANG et al. 1983). Die Mikrotubuli-
vermittelte Dynamik könnte ferner für eine gleichmäßige Peroxisomen-Verteilung in der Zelle 
nach Peroxisomen-Proliferation von Bedeutung sein. 
Hingegen scheinen die Mikrotubuli bei der Bildung, Aufrechterhaltung und Dynamik von 
tubulären und retikulären Peroxisomen keine Rolle zu spielen (SCHRADER et al. 1996a, 1998 
und 2000). Unwahrscheinlich ist auch die Beteiligung von Mikrotubuli an der Vermehrung der 




Insbesondere die oben genannten neueren Studien (SCHRADER et al. 2000, TITORENKO et al. 2000, 
TITORENKO und RACHUBINSKI 2001) verdeutlichen die dynamische Organisation des peroxisoma-
len Kompartimentes. Diese Dynamik ist geprägt durch das Zusammenspiel von der Bindung 
der Peroxisomen an Mikrotubuli mit der Lösung dieser statischen Bindung und dem Motorpro-
tein-vermittelten Transport entlang der Mikrotubuli. Die weitere Erforschung der molekularen 
Grundlagen der Peroxisomen-Mikrotubuli Interaktion ist wichtig für das bessere Verständnis 
der Funktionen der Peroxisomen, sowie für das Verständnis der Dynamik von Zellorganellen 
allgemein. Ein wesentlicher Baustein hierfür ist die Untersuchung der Bindung der Peroxi-
somen an Mikrotubuli und die Identifi zierung der an der Bindung beteiligten Proteine. Die 
hier vorgelegte Arbeit liefert einen Beitrag zur Erforschung der Bindung von Peroxisomen an 
Mikrotubuli und stellt einen Ausgangspunkt für die weitere Charakterisierung des peroxisoma-
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